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Este trabalho propôs-se a avaliar a influência do extrato metanólico das cascas do caule de 
Lafoensia pacari A. St.-Hil., Lythraceae, conhecida popularmente como dedal e com a 
indicação de seu uso para tratamento de câncer, primeiramente, sobre o comportamento 
das linhagens celulares leucêmicas humanas, U-937, Daudi e Jurkat, em sistemas de cultura 
in vitro. Os ensaios realizados com essas linhagens demonstraram claramente que o extrato 
e as frações preparados dessa planta exercem efeitos citostático e citotóxico significativos 
para as linhagens U-937, Daudi e Jurkat, os quais são independentes da presença do ácido 
elágico, marcador fitoquímico da espécie. Na avaliação do efeito tóxico pelo método de 
quantificação da lactato desidrogenase (LDH), o extrato e as frações hidrofóbica (F1) e 
ActOEt (F2) apresentaram toxicidade significativa a 100 µg/mL, enquanto que as frações n-
BuOH  (F3) e aquosa (F4) em 1000 µg/mL. O extrato de L. pacari foi capaz de inibir a 
formação de colônias de progenitores leucêmicos de células U-937 em meio semissólido. 
Citocentrifugados das mesmas linhagens tratadas com 1000 µg/mL de extrato mostraram 
características típicas de apoptose, com a presença de vacúolos citoplasmáticos, 
condensação da cromatina, fragmentação do núcleo e formação de corpos apoptóticos. A 
exposição de células U-937, assim como outras representativas de câncer de colo do útero 
(HeLa), de cólon (HRT-18) e de neuroblastoma (SY5Y), além de células mononucleares 
(MNC) ao extrato de L. pacari levou à alterações características de apoptose no ciclo celular, 
bem como co-expressão da Anexina V e do 7-AAD. Interessante ressaltar que, em contraste 
com os resultados descritos para as linhagens tumorais, o extrato de L. pacari pouco 
interferiu na viabilidade ou influenciou na proliferação de células MNC de medula óssea de 
camundongos, como também apresentou maior indução de apoptose em células MNC 
isoladas do sangue periférico de voluntários sadios quando estimuladas com 
fitohemaglutinina, o que sugere que o efeito indutor de apoptose parece repousar sobre 
células que estão em atividade metabólica intensa e/ou que estejam em ciclo celular. 
Embora mais estudos sejam necessários, o conjunto de resultados apresentados revelou 
alguns aspectos interessantes e ainda não relatados com relação às atividades biológicas 




















The aim of this work was to evaluate the influence of the methanolic extract and its fractions 
prepared from the stem barks of Lafoensia pacari A. St.-Hil., Lythraceae, popularly known as 
“dedal” and used for treating cancer, on the behavior of the human U-937, Daudi, and Jurkat 
leukemic cell lines, in in vitro culture systems. The assays conducted with these leukemic 
lineages have clearly shown their cytostatic and cytotoxic effects, which were independent of 
the presence of ellagic acid, the phytochemical marker of the species. Significant toxicity, 
determined by the quantification of lactate dehydrogenase (LDH), has been shown for the 
extract as well as for its hydrophobic (F1) and EtOAc (F2) fractions only at a 100 µg/mL 
along with the n-BuOH (F3) and the aquous (F4) fractions at 1000 µg/mL. The extract was 
also able to inhibit the formation of colonies by U-937 cells in clonogenic assays. Cytospun 
preparations of cells treated with 1000 µg/mL of extract showed typical characteristics of 
apoptosis, with the presence of cytoplasmic vacuoli, chromatin condensation, nuclear 
fragmentation, and formation of apoptotic bodies. Exposition of U-937 cells as well as other 
cell lines representatives of cervical (HeLa), colon (HRT-18), and neuroblastoma (SY5Y) 
cancers, along with human mononuclear cells to L. pacari extract led to changes 
characteristics of apoptosis induction, including morphological aspects, alteration of the cell 
cycle status, and co-expression levels of Annexin V and 7-AAD. Interesting to note that, in 
contrast with the results described for the tumor cell lines, the extract has little interfered on 
the viability or influenced the proliferation of mice bone marrow mononuclear cells. Higher 
induction of apoptosis in peripheral blood mononuclear cells isolated from healthy volunteers 
was observed when these cells were stimulated to proliferate with phytohemagglutinin, 
suggesting that the effect of inducing apoptosis seems to rest on cells that are under intense 
metabolic activity or cycling.  Although further studies are needed, the findings herein 
described revealed some interesting aspects not yet reported with respect to the biological 





Lafoensia pacari; tumor lineages; cytotoxicity; cell proliferation; apoptosis. 
SUMÁRIO 
 
NOTA BIOGRÁFICA ....................................................................................................... iii 
DEDICATÓRIA............................................................................................................... iv 
AGRADECIMENTOS ....................................................................................................... v 
EPÍGRAFE...................................................................................................................... vi 
LISTA DE FIGURAS E TABELAS .................................................................................... vii 
ABREVIATURAS, SIGLAS E SÍMBOLOS ........................................................................ viii 
RESUMO ........................................................................................................................ ix 
ABSTRACT ..................................................................................................................... x 
1. INTRODUÇÃO ........................................................................................................... 01 
1.1. CÂNCER .................................................................................................................... 02 
1.1.1. Carcinogênese ........................................................................................................ 02 
1.1.2. Mecanismos de controle da carcinogênese ................................................................ 04 
1.1.2.1. Imunológicos ....................................................................................................... 04 
1.1.2.2. Apoptose ............................................................................................................. 05 
1.1.3. Tipos de câncer ...................................................................................................... 06 
1.1.3.1. Leucemias ........................................................................................................... 07 
1.1.3.2. Câncer do colo de útero........................................................................................ 08 
1.1.3.3. Câncer de cólon e reto ......................................................................................... 08 
1.1.3.4. Neuroblastoma .................................................................................................... 09 
1.1.4. Epidemiologia do câncer .......................................................................................... 09 
1.2. CÂNCER E PLANTAS MEDICINAIS ............................................................................... 10 
1.3. LINHAGENS TUMORAIS ............................................................................................. 11 
1.3.1. U-937 .................................................................................................................... 12 
1.3.2. Daudi ..................................................................................................................... 13 
1.3.3. Jurkat .................................................................................................................... 13 
1.3.4. HeLa ...................................................................................................................... 13 
1.3.5. HRT-18 .................................................................................................................. 14 
1.3.6. SY5Y...................................................................................................................... 14 
1.4. LINHAGENS TUMORAIS E A INDUÇÃO DE APOPTOSE POR PLANTAS MEDICINAIS .......... 14 
1.5. Lafoensia pacari A. St.-Hil., LYTHRACEAE..................................................................... 16 
1.5.1. Aspectos químicos e farmacológicos ......................................................................... 18 
2. OBJETIVOS ............................................................................................................... 20 
2.1. OBJETIVO GERAL ...................................................................................................... 20 
2.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS .......................................................................................... 20 
3. MATERIAL E MÉTODOS............................................................................................. 21 
3.1. SOLUÇÕES ................................................................................................................ 21 
3.2. MATERIAL BOTÂNICO ................................................................................................ 22 
3.2.1. Extrato ................................................................................................................... 23 
3.2.2. Frações .................................................................................................................. 24 
3.2.3. CCD ....................................................................................................................... 25 
3.3. ENSAIOS BIOLÓGICOS in vitro .................................................................................... 25 
3.3.1. Manutenção das linhagens tumorais ......................................................................... 25 
3.3.2. Ensaios com linhagens tumorais ............................................................................... 25 
3.3.3. Isolamento de células mononucleares humanas ........................................................ 26 
3.3.3.1. Ativação de linfócitos por PHA ............................................................................... 26 
3.3.4. Isolamento de células da medula óssea de camundongo ............................................ 26 
3.3.5. Viabilidade/Toxicidade celulares ............................................................................... 27 
3.3.5.1. Determinação da lactato desidrogenase (LDH) ....................................................... 27 
3.3.6. Citocentrifugados .................................................................................................... 28 
3.3.6.1. Coloração de May-Grünwald-Giemsa ...................................................................... 28 
3.3.7. Ensaio clonogênico ................................................................................................. 28 
3.3.8. Citometria de Fluxo ................................................................................................. 28 
3.3.8.1. Anexina V versus 7-AAD ....................................................................................... 28 
3.3.8.2. Ciclo celular ......................................................................................................... 29 
3.3.8.3. Análise de linfócitos por citometria de fluxo ............................................................ 29 
3.4. ANÁLISE ESTATÍSTICA DOS RESULTADOS .................................................................. 29 
3.5. REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS – FORMATAÇÃO  ........................................................ 30 
4. RESULTADOS E DISCUSSÃO ..................................................................................... 31 
4.1. MATERIAL BOTÂNICO ................................................................................................ 32 
4.1.1. Escolha do solvente extrator .................................................................................... 32 
4.1.2. Rendimento do extrato e frações.............................................................................. 34 
4.1.3. Perfil cromatográfico ............................................................................................... 35 
4.1.3.1 CCD ..................................................................................................................... 35 
4.2. ENSAIOS BIOLÓGICOS in vitro .................................................................................... 36 
4.2.1. Tratamento das linhagens U-937, Daudi e Jurkat com extrato de L. pacari................... 37 
4.2.1.1. Citotoxicidade com Azul de Trypan ........................................................................ 37 
4.2.1.2. Citotoxicidade com LDH ........................................................................................ 40 
4.2.1.3. Citocentrifugados ................................................................................................. 42 
4.2.1.4. Ensaios clonogênicos ............................................................................................ 44 
4.2.2. Tratamento da linhagem U-937 com ácido elágico ..................................................... 45 
4.2.3. Avaliação de apoptose da linhagem U-937 tratada com extrato de L. pacari por 
citometria de fluxo ................................................................................................. 48 
4.2.3.1. Expressão de Anexina V versus 7-AAD ................................................................... 49 
4.2.3.2. Ciclo Celular ........................................................................................................ 52 
4.2.4. Avaliação de apoptose das linhagens HeLa, HRT-18, SY5Y tratadas com extrato de L. 
pacari por citometria de fluxo ................................................................................. 54 
4.2.5. Células de medula óssea de camundongos tratadas com extrato de L. pacari ............... 59 
4.2.5.1. Citotoxicidade por Azul de Trypan.......................................................................... 59 
4.2.6. Células MNC de sangue periférico tratadas com extrato de L. pacari ............................ 60 
5. CONCLUSÕES ............................................................................................................ 67 







A vida de uma célula inicia-se quando a divisão que a originou termina e encerra-se 
quando toda a sua atividade acaba. Ao conjunto de processos que ocorrem entre duas 
divisões celulares denomina-se ciclo celular, ou ciclo generativo, programa pelo qual as 
células proliferam, aumentando seu número. Em uma célula eucariótica, este processo é 
dividido em duas etapas: 
1. Intérfase, período em que a célula sintetiza novas proteínas e duplica seu DNA, 
subdividido em três etapas distintas: fase G1, fase S e fase G2; 
2. Mitose, período em que ocorre a divisão celular propriamente dita (fase M). 
A expressão de vários genes é característica da fase G1, a qual culmina na produção de 
muitas proteínas, principalmente aquelas necessárias à síntese de DNA. Durante a fase S 
subsequente, a célula está aumentada de tamanho e replica seu DNA, obtendo, no final da 
etapa, duas fitas completas e idênticas de seu DNA. Na fase G2, a célula aumenta ainda mais 
seu volume e sintetiza as proteínas necessárias e suficientes para duas células. Ao final desta 
fase, a célula entra na última etapa do ciclo (fase M), no qual sofre o processo de citocinese, 
culminando no aparecimento de duas unidades idênticas, designadas células filhas. Se essas 
células iniciarem outro ciclo, entram na fase G1 e dividem-se, culminando em quatro 
descendentes, e assim sucessivamente (Bogliolo & Brasileiro Filho, 2006). 
Dessa forma, a proliferação celular se dá em ritmo exponencial de unidades. Mas, essas 
células podem tornar-se quiescentes, entrando em intérfase, ou fase G0, caracterizada pela 
cessação do processo de divisão celular. Através de estímulos externos, é possível a celula 
retornar ao seu ritmo normal de multiplicação. Há uma série de proteínas que regulam e 
controlam o ciclo celular, sabendo de forma correta quando e como as células devem ou não 
se dividir.  
Todo este programa, tanto dos processos que levam à divisão quanto daqueles 
responsáveis pela cessação da divisão, é restritivamente controlado; caso contrário, as 
células irão dividir-se continuamente. Ou seja, qualquer interferência no processo de 
proliferação das células, como erros durante a transcrição e síntese do DNA ou a 
desregulação do ciclo celular, pode levar à produção demasiada e descontrolada de células, 
definida como uma população de células com características daquelas presentes em 








Câncer é o nome dado ao conjunto de doenças que tem em comum a proliferação 
desordenada de células. Dividindo-se de forma inadequada, estas células tendem a ser 
agressivas e incontroláveis, determinando a formação de tumores malignos, que podem 
espalhar-se para outras regiões do organismo, gerando metástases ou tumores secundários 




Esquematizado no Fluxograma 1, o processo de carcinogênese pode ser definido como 
uma cascata de eventos que transforma uma célula normal em cancerosa, levando ao 
desenvolvimento de um câncer. As células cancerosas são, geralmente, menos 
especializadas nas suas funções do que as suas correspondentes normais, e, conforme vão 
substituindo-as, os tecidos invadidos vão perdendo suas funções. A carcinogênese possui 
múltiplos estágios desencadeados por danos genéticos, podendo-se descrever pelo menos 
três principais, que mostram eventos cronológicos sequenciais deste processo. São eles: 
iniciação, promoção e progressão (Yuspa, 2000; Bogliolo & Brasileiro Filho, 2006). 
Os agentes iniciadores do câncer têm origem variada, podendo esta ser externa ou 
interna ao organismo. As causas externas referem-se ao meio ambiente e aos hábitos ou 
costumes próprios de uma sociedade. As internas são, na maioria das vezes, geneticamente 
pré-determinadas e estão ligadas à capacidade do organismo de se defender das agressões 
externas (INCA, 2011). 
Acredita-se que os agentes iniciadores alterem de modo irreversível a composição ou 
estrutura básica do DNA nuclear de uma célula e, com esse processo, dêem partida ao 
desenvolvimento do câncer. A célula que sofre mutação passa a ter uma resposta alterada 
em seu microambiente e uma vantagem seletiva de proliferação. Atualmente, a exposição a 
esses agentes em potencial é inevitável e seus efeitos podem ser aditivos (Bogliolo & 
Brasileiro Filho, 2006). 
Durante a vida de um indivíduo, muitas de suas células sofrem o processo de iniciação, 
contudo nem todas evoluem para uma possível neoplasia, podendo ser neutralizadas por 













Uma única mutação em um único gene não é suficiente para causar câncer. 
Normalmente, os atributos fenotípicos característicos de malignidade desenvolvem-se 
quando múltiplas mutações envolvendo múltiplos genes se acumulam, e os genes mais 
comumente afetados são os que regulam a proliferação celular (proto-oncogenes e genes 
supressores de tumor) e, também, os que regulam a apoptose e o reparo do DNA celular. O 
acúmulo gradual de mutações e o aumento da malignidade são relatados como progressão 
tumoral (Kumar et al., 2008).  
O estágio de promoção do câncer envolve a alteração da expressão do gene, a expansão 
clonal seletiva e a proliferação da célula que sofreu o processo de iniciação. Esse estágio 
resulta assim em um conjunto de células tumorais (Weinberg & Hanahan, 2000).  
A progressão, sendo este o último estágio da carcinogênese, é caracterizada por 
alterações moleculares adicionais, aumento maior da massa tumoral primária, 
desprendimento de células dessa massa, movimento na direção de tecidos e órgãos 
adjacentes e a penetração de células neoplásicas individuais ou pequenos agrupamentos das 
mesmas no sistema circulatório e aprisionamento em órgãos e tecidos distantes. Estes 
grupos de células que ficam retidos costumam fixar-se nos novos locais e continuam a 
proliferar, processo conhecido como metástase (Yokota, 2000; Bogliolo & Brasileiro Filho, 
2006).  
Portanto, uma célula de tumor diferencia-se de uma célula normal pela sua imortalidade, 
pela sua transformação morfológica e, às vezes, pela sua capacidade de formar metástases. 
 




As células tumorais podem se esquivar dos mecanismos de defesa do organismo através 
de modificações, como a falta de produção de antígenos tumorais, mutações nos genes 
necessários para o processamento de antígenos ou pela produção de proteínas 
imunossupressoras. O clone de células transformadas expressa antígenos que são 
reconhecidos como estranhos pelo sistema imunológico do organismo. Esta resposta 
imunológica pode ser natural ou adquirida, sendo que na primeira participam as células 
natural killers (NK), que destroem muitos tipos de células tumorais. Sua capacidade de 
destruição é aumentada pelas citocinas, incluindo interferons e interleucinas (IL-2 e IL-12). 
Os macrófagos também participam dessa resposta e são células que, quando ativadas, 
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destroem com muito mais eficiência as células tumorais comparada com as células normais 
(Abbas et al., 2008). 
Já na resposta adquirida, o principal mecanismo de imunidade tumoral é a destruição das 
células por células citolíticas da linhagem T que expressam a proteína CD8 na membrana, 
que desempenham função de vigilância ao reconhecerem e destruírem células 
potencialmente malignas que expressam antígenos. Outro mecanismo dessa resposta se dá 
através da produção de anticorpos, que podem destruir as células tumorais por meio da 




Definida por Kerr, Wyllie e Curie (1972), apoptose, ou morte celular programada, é um 
processo essencial para a manutenção da homeostase nos seres vivos. O termo é derivado 
do grego, que se referia à queda das folhas das árvores no outono - um exemplo de morte 
programada fisiológica e apropriada que também implica em renovação. Este evento ocorre 
em diversas situações fisiológicas, como por exemplo, na organogênese e hematopoiese 
normal e patológica, na involução cíclica dos órgãos reprodutivos da mulher, na resposta 
inflamatória, na eliminação de células após dano por agentes genotóxicos e, ainda, na 
regressão de tumores (Franks & Teich, 1998; Meier et al., 2000). 
Durante a apoptose, a célula sofre inúmeras alterações morfológicas que podem ser 
divididas em cinco etapas: na primeira, a cromatina, inicialmente esparsa e em transcrição, 
começa um processo rápido de condensação e inativação, levando à formação de grumos 
grosseiros de heterocromatina no interior do núcleo, com alguma alteração do limite nuclear. 
A inativação do material genético leva ao desmonte do citoesqueleto e sua desorganização, 
fazendo com que a célula deforme seus contornos e desfaça suas junções, protegendo as 
células vizinhas da transferência involuntária de resíduos tóxicos que poderiam causar lesão 
ou morte. No citoplasma, progride o empacotamento de organelas pelo retículo 
endoplasmático e podem surgir vacuolizações. Já na segunda etapa, o transporte celular 
cessa, a célula retrai, seu citoplasma torna-se cada vez mais denso e mais corado, e seus 
limites celulares e nucleares mostram-se irregulares. Há uma intensa condensação da 
cromatina, que pode mostrar-se em corpúsculo único e densamente heterocromático, ou 
assumir posição marginal, em anel ou em forma de capuz. Diz-se que o núcleo está picnótico 
ou em picnose. 
Durante a terceira etapa, o núcleo colapsa e enruga profundamente, segmentando-se 
em pequenas esferas, ou corpúsculos heterocromáticos, para o interior do citoplasma, 
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processo este denominado cariorréxis. Na etapa seguinte, o citoplasma da célula inicia uma 
fragmentação progressiva, englobando os fragmentos nucleares em porções de seu 
citoplasma que se desprendem da superfície celular, formando os chamados corpos 
apoptóticos em fenômeno denominado cariólise. Na quinta e última etapa, segue-se uma 
remoção dos restos celulares da célula que sofreu apoptose por fagocitose das células 
vizinhas, geralmente por macrófagos. Este tipo de autodestruição exerce um papel oposto ao 
da mitose (Edinger & Thompson, 2004). 
Uma característica bioquímica particularmente importante deste processo refere-se à 
externalização de resíduos de fosfatidilserina na membrana plasmática dos corpos 
apoptóticos, o que permite o reconhecimento dos mesmos por células fagocíticas (Martin et 
al., 1995).  
Como mencionado anteriormente, o processo carcinogênico inclui um desequilíbrio entre 
proliferação e morte celular, através de mutações nos genes que regulam a apoptose que, 
como consequência, acarretará em uma proliferação celular desregulada e, geralmente, leva 
a instalação de um câncer. Assim, sabendo-se que a apoptose é um mecanismo inato de 
defesa antineoplásica e que inúmeros agentes quimioterápicos agem através da indução 
desse tipo de morte celular, seus mecanismos moleculares tornam-se alvo de investigação 
para contribuir na terapêutica do câncer (Nicholson, 2000). 
 
1.1.3. Tipos de câncer 
 
Os tipos de câncer são classificados de acordo com as células que acometem e, neste 
sentido, existem quatro grandes grupos: sarcomas, carcinomas, linfomas e leucemias. 
O sarcoma é um tipo de câncer que se origina dos tecidos conjuntivos, como ossos e 
cartilagens, ou tecidos musculares. Já o carcinoma se origina de células que formam a 
epiderme ou tecidos que revestem órgãos internos. 
Os linfomas, por sua vez, são tumores do sistema linfático, tendo início nos linfonodos ou 
em aglomerados de tecidos linfáticos presentes em órgãos como o estômago e os intestinos. 
Leucemia, por sua vez, é um tipo de câncer que acomete as células da hematopoiese 










A medula óssea ocupa a cavidade central dos ossos do esqueleto axial de um indivíduo 
adulto e é onde ocorre o desenvolvimento de células sanguíneas que circulam no sangue, 
cujo processo de formação é chamado hematopoiese. Um pequeno grupo de células, 
denominadas células-tronco hematopoiéticas, é responsável por produzir todas as células 
sanguíneas no interior da medula óssea por meio de um processo de diferenciação (Kumar 
et al., 2008). 
As leucemias são decorrentes da transformação maligna de uma célula do sistema 
hematopoiético. Geralmente, essa transformação ocorre em células imaturas, mas em alguns 
casos pode acometer uma célula com a capacidade de diferenciação mais limitada. Portanto, 
seu desenvolvimento depende, fundamentalmente, do grau de diferenciação da célula 
maligna e sua subseqüente expansão clonal, apresentando características fenotípicas e 
transformações genéticas próprias da modificação deste clone (Liu & Robins, 2006). 
Têm como principal característica o acúmulo de células anormais na medula óssea, que 
substituem as células sanguíneas normais. Diferenciam-se dos demais tipos de câncer do 
ponto de vista de sua evolução, uma vez que, para a sua disseminação, não são necessários 
os mecanismos de angiogênese, ruptura estrutural e de formação de metástase, comuns aos 
demais (Franks & Teich, 1998). 
São classificadas de acordo com o tipo e o grau de maturação das células. Podem ser 
mielóides ou linfóides, de acordo com o tipo celular envolvido; e, de acordo com o grau de 
maturação celular, podem ser patologias agudas ou crônicas. Dessa forma, os principais 
tipos de leucemias são: leucemias mielóides e linfóides, ambas de caráter agudo ou crônico.  
As leucemias agudas são caracterizadas por uma progressão rápida e afetam a maioria das 
células imaturas da medula óssea (ainda não totalmente diferenciadas ou desenvolvidas), 
que perdem sua capacidade de produzir células sanguíneas saudáveis. Essas células, 
multiplicando-se e acumulando-se na medula óssea, acabam por impedir que sejam 
produzidas as células sanguíneas normais. Podem ocorrer em adultos jovens e crianças e o 
tratamento deve ser imediato, pois com o acúmulo, as células leucêmicas podem se espalhar 
para outras partes do corpo, congestionando o sistema circulatório e comprometendo 
severamente a saúde do paciente (Liu & Robins, 2006). 
As leucemias crônicas, por sua vez, progridem mais lentamente que as agudas, às vezes 
por meses ou até anos, e permitem a proliferação de maior número de células relativamente 
maduras, porém, ainda assim, anormais (Lee  et al., 1999). 
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Embora as causas para o desenvolvimento de leucemia ainda não sejam bem 
conhecidas, existem evidências para alguns fatores de risco, como exposição à radiação 
ionizante ou medicamentos utilizados em quimioterapia para o câncer e exposição 
ocupacional ao benzeno, por exemplo. Os primeiros indícios de que a exposição à radiação 
ionizante ocasionava o desenvolvimento de leucemia foram de estudos realizados após os 
bombardeios de Hiroshima e Nagasaki (INCA, 2011). 
 
1.1.3.2. Câncer do colo do útero 
 
O câncer do colo do útero é um problema de saúde pública no mundo. Sua incidência é 
cerca de duas vezes maior em países menos desenvolvidos quando comparada aos mais 
desenvolvidos. Estimativas mundiais o classificam como sendo o terceiro tipo de câncer mais 
comum entre as mulheres. É uma neoplasia que se manifesta desde jovens na faixa dos 20 
anos, aumentando seu risco rapidamente até atingir o pico etário nos 55 anos (INCA, 2011).  
A infecção pelo vírus HPV é o principal fator de risco para o desenvolvimento de lesões 
intraepiteliais de alto grau e do câncer do colo do útero, porém, a infecção pelo HPV por si 
só não representa uma causa suficiente para o surgimento dessa neoplasia; outros fatores 
ligados à imunidade, à genética e ao comportamento sexual podem influenciar os 
mecanismos ainda incertos que determinam a regressão ou a persistência da infecção e, 
também, a progressão para um câncer (Stephen  et al., 1996).  
 
1.1.3.3. Câncer de cólon e reto 
 
No Brasil, o câncer de cólon é o segundo tumor maligno mais frequente na região 
Sudeste, sem considerar os tumores de pele não melanoma, e em todo o mundo entre as 
mulheres, ficando atrás somente do câncer de mama (INCA, 2011). 
A história familiar de câncer de cólon e a predisposição genética ao desenvolvimento de 
doenças crônicas do intestino configuram-se como os fatores de risco mais importantes para 
o desenvolvimento desse tipo de neoplasia (Perez et al., 1998). Além disso, os casos 
esporádicos, que são os que ocorrem sem um caráter familiar, correspondendo à cerca de 
85% dos casos, estão altamente relacionados a dietas baseadas em alto consumo de 
gorduras animais, baixa ingestão de frutas, vegetais e cereais, assim como consumo 
excessivo de álcool e tabagismo, hábitos de vida que corroboram com a estatística que 
revela que cerca de 60% destes casos ocorrem em regiões mais desenvolvidas. A idade 
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também é considerada fator de risco, uma vez que tanto a incidência como a mortalidade 




O neuroblastoma é o tumor sólido mais comum em crianças com idade até cinco anos e 
o responsável por 15% de todas as mortes causadas por câncer na infância. Esta neoplasia 
deriva dos precursores simpáticos neurais primitivos, podendo ser originários da medula 
adrenal e dos gânglios simpáticos paraespinais ou pélvicos (Brodeur, 2003). 
Sua etiologia é desconhecida na maioria dos casos e a exposição a fatores ambientais 
mostra-se irrelevante no seu aparecimento, ainda que alguns estudos a tenham 
correlacionado com o uso de hidantal, fenobarbital e álcool durante a gestação das crianças 
acometidas (Michaleck  et al., 1996). 
 
1.1.4. Epidemiologia do câncer 
 
O câncer é um problema de saúde pública em todo o mundo, tanto nos países 
desenvolvidos como naqueles em desenvolvimento, sendo responsável por mais de seis 
milhões de óbitos a cada ano, e representando pouco mais de 10% de todas as causas de 
morte no mundo (Guerra  et al., 2005). A Organização Mundial da Saúde estima que, para o 
ano de 2030, existam 27 milhões de casos incidentes de câncer, 17 milhões de mortes por 
câncer e 75 milhões de pessoas vivas com câncer por ano. Em países com grande volume de 
recursos financeiros, predominam os cânceres de pulmão, mama, próstata e cólon, e nos de 
baixo e médio, os cânceres predominantes são os de estômago, fígado, cavidade oral e de 
colo do útero (INCA, 2011). 
No Brasil, desde 2003, as neoplasias malignas constituem-se na segunda causa de morte 
na população, representando quase 17% dos óbitos de causa conhecida notificados em 2007 
no Sistema de Informações sobre Mortalidade (INCA, 2009). 
Segundo o INCA, no Brasil, as estimativas para o ano de 2012, válidas também para 
2013, apontam a ocorrência de 518.510 casos novos de câncer. Destes, 257.870 incidirão 
sobre o sexo masculino, e 260.640 sobre o feminino. Na Figura 1, observa-se a distribuição 








Figura 1. Incidência de câncer no Brasil. Representação espacial das 
taxas brutas de incidência de todas as neoplasias malignas por 100 mil 




1.2. CÂNCER E PLANTAS MEDICINAIS 
 
O uso de plantas medicinais no tratamento de diversos tipos de doenças é tradicional na 
cultura humana e os serviços de saúde e as instituições a eles ligados devem estar voltados 
para o aproveitamento desse conhecimento tradicional. Cerca de 80% da população dos 
países de terceiro mundo faz uso de produtos naturais para o tratamento de problemas 
primários de saúde. Mesmo em países industrializados, grande parte dos produtos 
farmacêuticos comercializados provém de produtos naturais. Assim, os produtos extraídos de 
plantas medicinais continuam a representar uma diversidade química única, a qual 
continuará a ser fonte importante de compostos modelo para programas de investigação 
clínica iniciados a partir da observação das espécies de plantas regionais popularmente 
utilizadas (Mans  et al., 2000; Mann, 2002). 
A utilização de plantas como fonte de produtos eficazes na prevenção, tratamento e 
controle de doenças é devido, principalmente, aos metabólitos secundários associados aos 
mecanismos de sobrevivência e de defesa da própria planta. Neste contexto, produtos 
derivados de plantas medicinais têm sido particularmente benéficos quando aplicados a 
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enfermidades relacionadas a infecções por micro-organismos diversos, distúrbios 
metabólicos, de origem imunológica e inflamatória, assim como no combate ao câncer 
(Phillipson, 2001; Butler, 2004). 
A grande diversidade de plantas existentes pode ser considerada uma porta para a 
descoberta de novas moléculas. Mais de 60% dos agentes anticâncer usados atualmente são 
derivados direta ou indiretamente de fontes naturais. Para o tratamento de diferentes tipos 
de neoplasias existem substâncias isoladas ou derivadas de plantas medicinais. Exemplo 
melhor refere-se aos alcaloides vincristina e vimblastina, ambos utilizados na prática médica 
e isolados da Catharanthus roseus, Apocynaceae (Cragg et al., 1997; Leveque & Jehl, 2007; 
Magnotta et al., 2007). 
Atualmente, o uso de anticorpos monoclonais no tratamento do câncer pode contribuir 
para superar a toxicidade associada ao uso de alguns produtos naturais. Esta nova 
terapêutica se dá pela administração de um pró-fármaco inativo do medicamento natural 
que se liga a um complexo (enzima ligado ao anticorpo), onde a enzima converte o pró-
fármaco à droga ativa. Devido à especificidade do anticorpo, que se liga apenas a um 
antígeno na célula tumoral, o medicamento ativo, que está vinculado diretamente a ele, se 
liga ao antígeno do tumor. Neste caso, a célula absorve o complexo e, dentro dela, as 
enzimas liberam o fármaco a partir dos anticorpos e a droga é liberada para exercer o seu 
efeito tóxico, matando seletivamente as células tumorais (Mann, 2002). 
As informações fornecidas pelo Projeto Genoma Humano serão, sem dúvida, úteis para 
identificar genes-alvos para fármacos anticancerígenos, e as indústrias farmacêuticas 
tentarão obter estas drogas através do uso da química combinatória, a qual está inserida na 
utilização de modelos estruturais químicos baseados em produtos naturais, que parte do fato 
de que a natureza já a realizou e o que se tem a fazer é apenas o refinamento das 
estruturas. Um bom exemplo é fornecido por um trabalho realizado em que o esqueleto 
básico de um composto citotóxico, proveniente de um produto natural foi anexado a um 
suporte sólido e, este, foi utilizado como modelo para a produção de cem novos análogos. A 
combinação destes teve uma citotoxicidade muito maior do que o composto de origem, e 
vários foram até cinquenta vezes mais potentes que o taxol (Mann, 2002). 
 
1.3. LINHAGENS TUMORAIS 
 
A existência de uma coleção crescente de linhagens celulares derivadas de tumores, as 
quais podem ser conveniente e continuamente mantidas in vitro, tem favorecido vários tipos 
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de estudos, incluindo a elucidação de mecanismos de ação de substâncias ativas (Purves et 
al., 1995).  
Um número de fatores referentes a essas substâncias, tais como solubilidade e 
estabilidade química e metabólica, dentre outros, também pode ser avaliado nesses 
sistemas, os quais, ao contrário dos ensaios in vivo, utilizam quantidades diminutas das 
substâncias em estudo. Outro aspecto importante é a possibilidade de se observar efeitos 
em algumas linhagens em detrimento de outras, implicando aspectos de seletividade por um 
tipo particular de neoplasia.  
Denomina-se cultivo celular o processo de se manter in vitro uma população de células 
semelhantes, provenientes de um único tecido ou órgão por algumas horas, dias ou meses 
em um meio de cultura sintético definido, em condições adequadas de temperatura, 
osmolaridade e pH. Quando determinadas células podem ser mantidas indefinidamente 
nessas condições, sem alteração das características basais, só lhes renovando 
periodicamente o meio de cultura, obtêm-se linhagens celulares. Células com esta 
capacidade são, geralmente, provenientes de tumores malignos ou resultam de manipulação 
genética, onde genes que controlam sua proliferação são alterados in vitro, permitindo-lhes 
sobreviver indefinidamente em condições artificiais, mas adequadas. Como citado 
anteriormente, as linhagens celulares tumorais têm sido instrumento importante no 




A linhagem U-937 é derivada de um paciente do sexo masculino, caucasiano, de 36 
anos. Foi estabelecida por Sundstrom e Nillson (1974) a partir de células malignas presentes 
na efusão pleural desse paciente com linfoma histiocítico generalizado (ATCC.a, 2012). Os 
caracteres fenotípicos da U-937 refletem sua origem leucêmica; a histoquímica e a 
morfologia dessas células as tipificam como sendo células imaturas de linhagem 
mielomonocítica. Além disso, desde 1979, estudos apontam que células U-937 podem ser 
diferenciadas em monócitos quando estimuladas por vitamina D3, interferon-γ, fator de 
necrose tumoral ou ácido retinóico (Sundstrom & Nillson, 1976; Harris & Ralph, 1985).  
Seu padrão de crescimento é na forma de suspensão (ATCC.a, 2012), porém, quando as 
células são induzidas a diferenciar, pode ser observado aumento de adesão ao substrato, 
aumento do tamanho celular, aquisição de lobulação nuclear e seus grânulos citoplasmáticos 
são substituídos por vacúolos, mimetizando a transformação de monoblasto para monócito. 
Esta linhagem é extensivamente utilizada em estudos que tentam elucidar os mecanismos de 
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A linhagem Daudi é derivada de um paciente do sexo masculino, negro, de 16 anos de 
idade, acometido pelo linfoma de Burkitt (Klein et al., 1967). Esta linhagem é 
extensivamente utilizada em estudos que tentam elucidar os mecanismos de origem das 





Descrita por Schneider e colaboradores (1977), as células Jurkat provêm de um paciente 
do sexo masculino de 14 anos de idade, acometido por uma leucemia linfoblástica do tipo T. 
Essa linhagem é usualmente utilizada na ciência devido a sua habilidade de produzir 
interleucina-2 (IL-2), citocina originalmente chamada de Fator de Crescimento da Célula T, 
que atua sobre as mesmas células que a produzem, isto é, funciona como um fator de 
proliferação autócrina, e estimula a proliferação das células Natural Killer, facilitando sua 
ação citolítica. A IL-2 também age sobre os linfócitos B como estímulo para formação de 




O nome HeLa é a abreviatura do nome Henrietta Lacks, paciente que, em 1951, foi para 
o hospital relatando a presença de caroços e sangramento vaginal incomum, onde foi 
diagnosticada com câncer cervival do tipo invasivo, no estágio 1. Como tratamento, foram 
realizadas sessões de radioterapia, durante as quais o médico cirurgião de plantão coletou, 
sem o seu conhecimento ou consentimento, amostras sadias e cancerosas da cérvice da 
paciente. Essas células foram doadas para o primeiro pesquisador a empregar células 
cancerosas em laboratório, Dr. George Gey, culminando na propagação da primeira linhagem 
celular humana imortal (Skloot, 2011). Essas células são positivas para queratina pela reação 




As células HeLa são poligonais e costumam proliferar juntas, com crescimento do tipo 
aderente. Citologicamente, apresentam a aparência típica de células tumorais, exibindo 
disparidade no tamanho e nos formatos celular e nuclear, com núcleos grandes e múltiplos, 
muitas figuras mitóticas, frequentemente em configurações anormais. Apesar de geralmente 




A linhagem celular HRT-18, estabelecida por Tompkins e colaboradores (1974), pode ser 
considerada idêntica a linhagem HCT-8 pelas coleções de células ATCC e CLS – 
apresentando inclusive a mesma origem genética (Vermeulen et al., 1998) – originou-se do 
adenocarcinoma ileocecal coloretal de um paciente do sexo masculino, de 67 anos (ATCC.e, 
2012; CLS, 2012). 
Seu crescimento é do tipo aderente e, em cultura, aparecem como monocamadas 
polarizadas, com a presença de junções e microvilosidades irregulares na superfície apical da 





Proveniente de uma criança de 4 anos do sexo feminino, a linhagem SY5Y deriva de um 
neuroblastoma e foi descrita por Biedler (1978). Peculiaridade observada nesta linhagem é o 
seu aspecto misto de proliferação, ou seja, apresenta formas em suspensão e aderentes 
(ATCC.f, 2012).  
 
1.4. LINHAGENS TUMORAIS E A INDUÇÃO DE APOPTOSE POR PLANTAS MEDICINAIS 
Diversos estudos vêm sendo realizados com o objetivo de verificar a influência de 
diferentes plantas medicinais sobre linhagens tumorais, na tentativa preliminar de se 
identificar agentes antineoplásicos eficientes derivados da natureza. Um exemplo é o extrato 
de Bufo melanostictus, espécie popular na Índia, do qual foram observados efeitos 
antiproliferativo, citotóxico e apoptogênico nas linhagens U-937 e K562 (Giri et al., 2006). A 
própolis, apesar de não ser uma planta medicinal, é um produto natural muito utilizado 
popularmente e apresentou indução de apoptose em células da linhagem U-937 através da 
diminuição da expressão da proteína Bcl-2, responsável por inibir a apoptose das células, 
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enquanto que a Bax, proteína que promove a indução da apoptose, teve sua expressão 
inalterada (Motomura et al., 2008). Os extratos hidroetanólicos das espécies presentes na 
flora brasileira Himatanthus lancifolius, Apocynaceae; Casearia sylvestris, Flacourtiaceae; 
Rauvolfia sellowii, Apocynaceae e Bauhinia microstachya, Caesalpiniaceae, conhecidas 
popularmente como agoniada, guaçatonga, pau-pra-tudo e escada-de-macaco, 
respectivamente, exerceram efeito citostático sobre as linhagens HL-60, K-562, Daudi e Reh 
(Lima, 2008). 
Na busca da identificação de substâncias que possam atuar como quimioterápicos em 
células tumorais utiliza-se o refinamento dos extratos de plantas medicinais com o 
fracionamento e posterior isolamento de compostos químicos, como o extrato bruto de 
Camellia sinensis var. assamica, Theaceae (chá-verde), testado nas linhagens leucêmicas U-
937 e K-562, que demonstrou ser ativo na inibição da proliferação celular, indicando duas 
saponinas isoladas como sendo as responsáveis pelo efeito (Ghosh et al., 2006), justificando 
o consumo popular do chá-verde e sua relação com a prevenção do câncer, relatada por 
Jankun e colaboradores (1997). Estes resultados serviram de estímulo para diversos estudos 
epidemiológicos subsequentes sobre o chá-verde, onde foram avaliados pacientes com 
câncer de mama (Inoue et al., 2001) e de próstata (Kurahashi et al., 2007). 
Exemplo de uma fração que induziu apoptose em células de câncer de cólon da linhagem 
SW 480 é a fração HS7, da espécie Taiwanofungus camphoratus , Incertae sedis (Yeh et al., 
2011). Em relação às substâncias isoladas, o triterpenoide metil angolensato, isolado do 
caule de Soymida febrifuga, Meliaceae, conhecida na Índia como árvore da madeira 
vermelha, apresentou efeito citotóxico em ensaios com a linhagem Daudi, e a indução de 
apoptose nas células através da via mitocondrial (Chiruvella & Raghavan, 2011). 
Alguns dos ensaios mais clássicos utilizados atualmente para avaliação da apoptose em 
células tumorais incluem a detecção das mudanças morfológicas celulares por microscopia 
de luz e eletrônica ou através da citometria de fluxo, dentre outros métodos, usando 
corantes nucleares como o Cristal Violeta ou corantes fluorescentes (Dive et al., 1992; 
Koopman et al., 1994). Por exemplo, para o ácido ursólico, presente em uma grande 
variedade de alimentos, ervas medicinais e plantas, foi relatado diminuir a viabilidade de 
células Daudi e induzir mudanças morfológicas celulares características de apoptose 
(Lauthier et al., 2000). 
Muitas plantas exercem efeito anti-proliferativo, reduzindo a viabilidade e inibindo a 
proliferação de linhagens celulares tumorais através da indução do processo de apoptose. 
Por exemplo, a hidrazina agaritina isolada da Agaricus blazei, Agaricaceae, espécie 
popularmente utilizada para o tratamento do câncer, apresentou efeito citotóxico e indutor 
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de apoptose na linhagem U-937 (Akiyama et al., 2011), mesma atividade observada nos 
extratos preparados das folhas de Origanum majorana,  Lamiaceae, sobre células leucêmicas 
Jurkat (Abdel-Massihet al., 2010). 
Células HeLa, quando expostas ao extrato das sementes de Nigella sativa, 
Ranunculaceae, tiveram a expressão dos genes pró e anti-apoptóticos regulados, indicando 
potencial agente terapêutico para o câncer do colo do útero (Shafi et al., 2009). Em células 
HCT-116 de câncer de cólon e reto, o extrato dos frutos de Garcinia mangostana, 
Clusiaceae, rico em xantonas, apresentou atividade citotóxica dose-dependente e indução de 
apoptose comprovada por ativação das caspases 3 e 7, fragmentação do DNA, condensação 
da cromatina e perda do potencial de membrana mitocondrial (Aisha et al., 2011). Algumas 
saponinas da Ilex paraguariensis, Aquifoliaceae, erva-mate muito utilizada popularmente no 
Brasil, também apresentaram significativa ação apoptótica por indução da caspase 3 em 
células de câncer de cólon HT-29 (Puangpraphant et al., 2011). 
Estudo recente realizado com a linhagem de neuroblastoma SY5Y demonstrou que o 
alcaloide vincristina, isolado da Catharanthus roseus, Apocynaceae, e já comumente utilizado 
como quimioterápico na prática médica, apresentou efeito indutor de apoptose pela 
expressão das caspases 3 e 9, comprovando mais um de seus mecanismos de ação, além da 
inibição do fuso mitótico, até então não descrito (Tu et al., 2012). 
 
1.5. Lafoensia pacari A. St.-Hil., LYTHRACEAE 
 
A família Lythraceae pertence à ordem Mystales, subclasse Rosidae, classe Magnoliopsida 
e divisão Magnoliophyta. Nesta família têm-se estudos sobre a presença de mucilagens, 
taninos e alcaloides derivados da piperidina, piridina e quinolizidina (Cronquist, 1981). 
Quercetina-3-O-glucosídeo e canferol-3-O-glucosídeo são flavonoides presentes em algumas 
espécies dos gêneros Cuphea, Diplusodon e Lafoensia (Salatino et al., 2000). 
O gênero Lafoensia compreende árvores e arbustos, cujas folhas são opostas cruzadas, 
coriáceas e brilhantes na face adaxial ou superior. Suas flores são organizadas em 
inflorescências e as pétalas, brancas ou amarelas, são inseridas na borda do tubo. Os frutos 
são do tipo cápsula, com deiscência irregular e as sementes, aladas e numerosas (Mundo, 
2007). 
A espécie Lafoensia pacari A. St.-Hil. é conhecida popularmente como dedal, dedaleira-
amarela, dedaleiro, mangava-brava, pacuri e pacari. O termo “pacari” é de origem tupi-
guarani, e significa “árvore de madeira preciosa” (Proença et al., 2000). Como ilustrada na 
Figura 2-A, são árvores que medem até 18 m de altura, com tronco de 30 a 60 cm de 
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diâmetro, que se encontram disseminadas no cerrado brasileiro, em florestas de altitude e 
na arborização de ruas (Guarim-Neto, 1987; Lorenzi, 1998; Barreira, 2000; Silva Júnior, 
2005). 
Nativa do segundo maior bioma brasileiro, o cerrado, que cobre cerca de 23% do 
território do país, demonstra ser adaptada às condições físicas desse solo (Brannstrom et al., 
2008).  No entanto, as condições ambientais em que se encontra refletem nas variações de 
altura, ocasionando menor desenvolvimento dos espécimes nesta região (Tonello, 1997). 
Ocorre com uma frequência aproximada de 49% em dez estados do Brasil, desde a Bahia, 
Ceará, Goiás, Maranhão, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Piauí, Rondônia até 
o Tocantins (Ratter et al., 2001). 
É uma planta decídua que floresce durante os meses de outubro a dezembro, ocorrendo 
a maturação dos frutos de abril a junho. Produz anualmente grande quantidade de sementes 
viáveis de dispersão ampla, porém descontínua, nunca formando grandes populações 
(Lorenzi, 1998). As folhas são curto-pecioladas ou sésseis, coriáceas, de 8 a 15 cm de 
comprimento, elípticas, obtusas, de coloração verde escura na superfície superior e verde 
clara na inferior (Figura 2-C). As flores são brancas, dispostas em panículas, e costumam ser 
polinizadas por morcegos e mariposas. Os frutos são do tipo cápsula cônica, lenhosa e 





Figura 2. Lafoensia pacari: detalhes da planta. Árvore (A), caule 
(B), folhas (C) e cascas do caule (D). 
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1.5.1. Aspectos químicos e farmacológicos 
 
Atualmente observa-se maior busca por agentes farmacologicamente ativos presentes na 
L. pacari. Foi constatada na espécie a presença de saponinas, taninos, esteroides, 
triterpenoides e flavonoides no cerne e nas cascas do caule (Tamashiro Filho, 1999; Solon, 
1999). O extrato das folhas contêm alguns flavonoides, como o canferol-3-O-glucosídeo, os 
3-O-glucosil-glucosídeos do canferol e da quercetina, e os 3-O-glicosídeos da quercetina 
(galactosídeos, glucosídeo e glucosil-xilosídeo) (Santos et al., 2000).  
Estudos in vitro demonstraram as propriedades antifúngicas de diferentes extratos e 
frações da droga vegetal (Silva Júnior et al., 2009). Outras análises revelaram ação 
antimicrobiana em micro-organismos patogênicos presentes na alveolite (Melo Júnior et al., 
2000). O extrato etanólico das folhas e caule é efetivo contra Staphylococcus aureus, cuja 
ação antibiótica foi explicada pela presença de antraquinonas, flavonoides, saponinas e 
taninos (Lima et al., 2006). Propriedades antidepressivas também foram evidenciadas em 
ratos usando o extrato etanólico e suas frações (Galdino et al., 2009; 2010). 
Os extratos preparados da entrecasca de L. pacari em diclorometano e em etanol (Silva 
et al., 2009), assim como o extrato da raiz, mostraram atividades potentes e seletivas contra 
leveduras e bactérias, indicando ser potencial candidata para o desenvolvimento de novas 
estratégias no tratamento de infecções bacterianas e fúngicas (Lima et al., 2006). 
Foram investigados efeitos curativos e preventivos do extrato etanólico de L. pacari em 
lavado brônquio-alveolar de ratos que tiveram asma induzida com albumina do ovo, 
mostrando resultados efetivos na supressão da inflamação mediada por eosinófilos, 
sugerindo ação em potencial para o tratamento de alergias (Rogerio et al., 2007). 
A raiz é utilizada na medicina popular como tônica e febrífuga (Corrêa, 1984) e o caule é 
empregado como cicatrizante, cuja ação anti-inflamatória parece ser relacionada a redução 
dos níveis de IL-5, quando injetado em ratos infectados com Toxocara canis (Guarim Neto, 
1987; Tonello, 1997; Silva Júnior, 2005; Rogerio et al., 2003; 2008; 2010). 
Essa espécie é usada popularmente para emagrecimento, cicatrização de feridas, 
tratamento de coceiras, diarreia, dores de estômago, gastrite e úlceras (Tonello, 1997; 
Solon, 1999; Tamashiro Filho, 1999; Solon et al., 2000; Melo Júnior et al., 2002; Silva Júnior, 
2005; Bieski et al., 2012; Tamashiro Filho et al., 2012). Há registros da utilização dos frutos 
no tratamento de pneumonia pelas populações indígenas Kaiowá e Guarani na reserva de 
Caarapó, Mato Grosso do Sul (Bueno et al., 2005). 
No caule dessa espécie foram observadas diversas ações de acordo com o extrato 
utilizado. No extrato bruto, foi observada a presença de substâncias fenólicas, esteroides e 
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saponinas. Dentre os compostos fenólicos encontrados, está o ácido elágico (1), substância 
com atividades antioxidante (Festa et al., 2001; Hayes et al., 2011) e inibitória contra 
Helicobacter pylori (Chung, 1998). O extrato metanólico de cascas do caule possui atividade 
anti-radicalar pela inibição da enzima xantina-oxidase (Solon et al., 2000).  
O estudo fitoquímico das cascas indicou presença marcante de ácido elágico (1) e 
taninos relacionados, havendo ~14% dessa classe química no extrato bruto ensaiado pelo 
método de Folin-Ciocalteau (Solon, 1999). Realizando fracionamento químico biomonitorado 
através de ensaios de atividade antioxidante, Tamashiro Filho (1999) e Solon (1999) 
afirmaram ser o ácido elágico o marcador químico e o responsável pela potente ação 










Solon (1999) registrou o emprego medicinal dessa droga vegetal no oeste do Paraguai, 
onde é conhecida como "morosyvó" e empregada oralmente como decocto para o 
tratamento de câncer. De fato, moradores da área de coleta desta planta (MS) indicam as 
cascas do caule de L. pacari para prevenção e tratamento de pessoas diagnosticadas com 
câncer. Essa informação também está presente em estudo etnofarmacológico recentemente 









2.1. OBJETIVO GERAL 
 
Avaliar o efeito do extrato e frações das cascas do caule de Lafoensia pacari A. St.-Hil., 
Lythraceae, em linhagens celulares tumorais.  
 
2.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
 Avaliar a atividade in vitro do extrato e frações das cascas do caule de Lafoensia pacari 
A. St.-Hil. sobre as linhagens U-937, Daudi, Jurkat, HeLa, HRT-18 e SY5Y, e células MNC 
isoladas de medula óssea de camundongos e de sangue periférico humano. 
 
 Realizar estudos que elucidem os mecanismos de ação do extrato e frações de Lafoensia 





















3. MATERIAL E MÉTODOS 
 
Os sais e reagentes utilizados neste trabalho são de procedência Merck, Sigma ou 
Reagen, salvo indicação contrária. Para o preparo das soluções, utilizou-se água ultrapura 
obtida pelo sistema MilliQ. Os ensaios com células foram realizados sob condições de 
esterilidade em câmara de fluxo laminar vertical TROX, modelo FLVQ TAM 12. As soluções 
foram preparadas e, em seguida, esterilizadas por calor úmido (autoclavação a 121 oC, 15 
min, 1 atm) ou por filtração (filtros de acetato de celulose ou poliétersulfona, com poros de 
0,22 µm de diâmetro) e, posteriormente, armazenadas em temperaturas apropriadas para 





 Solução estoque a 1% (v/v) de ácido elágico e do extrato e frações de L. pacari 
Ácido elágico (Sigma), e o extrato e frações de L. pacari foram diluídos em DMSO (10%) 
e sonicados por 30 min, resultando em uma solução final a 1% (v/v) em meio de cultivo 
RPMI 1640. Em seguida, esta solução foi centrifugada a 400 x g por 5 min para 
separação de material particulado. A seguir, o sobrenadante foi esterilizado por filtração 
usando membrana de poliétersulfona, com poros de 0,22 µm de diâmetro, em alíquotas 
de 1 mL, armazenadas em tubos Eppendorf, que foram mantidos a -25 oC até o 
momento do uso. 
 
 Solução salina tamponada com fosfatos (PBS) 
A solução tampão foi preparada dissolvendo-se NaH2PO4.2H2O (150 mmol/L), NaH2PO4 
(150 mmol/L) e NaCl (154 mmol/L) em água. Após ajuste do pH para 7,2-7,4 com 
solução de NaOH 1N, procedeu-se a esterilização por autoclavação e armazenamento a 
4-8 oC. 
 
 Meio RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute) 
Meio de cultivo RPMI 1640 (Himedia, Japão) foi dissolvido em água, conforme instruções 
do fabricante para o preparo de um litro, e suplementado com 200 mM de bicarbonato 
de sódio, 0,3 g de penicilina G e 100 mg/mL de sulfato de estreptomicina. O pH 7,2 foi 
ajustado com solução de NaOH 1N. O meio foi esterilizado por filtração e armazenado a -
10 oC. Quando em uso, foi armazenado a 4-8 oC por, no máximo, 14 dias. Para a 
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manutenção das linhagens celulares, RPMI 1640 foi suplementado com 10% (v/v) de 
soro bovino fetal (SBF) inativado (Cultilab, Campinas/SP). Para os diferentes ensaios, foi 
suplementado com 1% desse mesmo soro. 
 
 Meio com PHA 
Meio para Cariótipo Comercial (Cultilab, Campinas/SP), contendo PHA em RPMI 1640, 
HEPES e soro fetal bovino; conservado a temperatura de -20 oC e ao abrigo de luz, 
conforme instruções do fabricante. 
 
 Solução de Tripsina-EDTA a 0,05% 
Tripsina (Worthington Biochemical Corporation), 195 U/mg de proteína, foi dissolvida na 
proporção 1:400 em PBS. A solução foi diluída na proporção 1:5 com PBS contendo 0,02 
g de EDTA dissódico, obtendo-se uma solução de tripsina a 0,05%, a qual foi esterilizada 
através de filtração por membrana de acetato de celulose de 0,22 μm de diâmetro de 
poro, e mantida a -25 oC até o uso. 
 
 Solução de Azul de Trypan a 0,4% (p/v) 
Azul de Trypan em pó foi diluído em PBS, resultando em uma solução a 0,4%. 
 
 Solução Tampão de lise 
Preparou-se tampão 0,1 M Tris-HCl, pH 7,2 em água ultra pura, o qual foi adicionado de 
1% de Nonidet P-40, 0,01% de SDS, 100 μM de PMSF (fluoreto de fenil-metil-sulfonil) e 
1 μg/mL de aprotinina. A solução foi esterilizada através de filtração por membrana de 
acetato de celulose de 0,22 μm de diâmetro de poro, aliquotada e mantida a -25 oC. 
 
 Tampão de ligação 1x  
O tampão de ligação, composto por Hepes 0,01 M (pH 7,4), NaCl 0,14 M e CaCl2 0,25 
mM em água, conforme instruções do fabricante (BD Pharmingen Biosciences), foi 
utilizado nos ensaios para avaliação da apoptose e necrose. A solução foi mantida 
refrigerada até o momento do uso. 
 
3.2. MATERIAL BOTÂNICO 
 
Cascas do caule de Lafoensia pacari A.St.-Hil., Lythraceae, foram coletadas no estado de 
Mato Grosso do Sul, na Fazenda da Mata, município de Maracaju, situada a 151 km de 
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Campo Grande (MS), com coordenadas 21o45'37.4''S,55o21'81.9''WO (Figura 3), no dia 3 de 
maio de 2011. A identificação botânica foi realizada pelo Herbário Per Karl Dusén, 
pertencente à Secretaria Municipal do Meio Ambiente de Curitiba, Paraná. Um exemplar 
encontra-se depositado neste estabelecimento sob o número MBM11065. A coleta deste 
material botânico está sob o número de registro 29123-1 no SISBIO (Anexo A). As cascas, 
previamente deixadas à TA por cinco dias para secagem, foram submetidas à secagem final 
à temperatura de 60 oC por três dias e, depois, trituradas utilizando moinho de facas até a 






Figura 3. Local de coleta das cascas do caule de Lafoensia 






Para a extração de substâncias das cascas do caule utilizou-se 300 g do pó da droga em 
maceração exaustiva com MeOH por 72 h. O material foi filtrado e concentrado até a 
obtenção de 500 mL de extrato fluido. Este foi desengordurado com n-hexano por partição 
líquido/líquido, para retirada de elementos apolares. A partição metanólica foi concentrada 
em rotaevaporador sob pressão reduzida a 60 oC até secura, e assim, conservada a 4-8 oC 





O extrato metanólico bruto, 60 g, suspenso em 900 mL de água MilliQ e mantido em 
banho de gelo sob agitação por 8 h deu origem à fração hidrofóbica (F1). O solubilizado em 
água foi submetido à fracionamento utilizando DCM, AcOEt e n-BuOH, em funil de separação 
(3x 100 mL) por partição líquido/líquido, conforme esquema ilustrado na Fluxograma 2. 
Todas as frações foram concentradas em rotaevaporador sob pressão reduzida a 60 oC, 
dessecadas em pistola de Abderhalden, com P2O5 como agente dessecante e CHCl3 como 
líquido trocador de calor, a 80 oC por 8 h. Secas, as frações foram caracterizadas através de 












3.2.3. Cromatografia em camada delgada 
 
Placas de alumínio para cromatografia de gel de sílica 60 F254 (Merck, Darmstadt, 
Alemanha), 0,2 mm de espessura. As cromatografias do extrato e frações foram observadas 
em câmara de luz UV ondas largas (365 nm) e ondas curtas (254 nm), após serem 
borrifadas com solução de ácido fosfomolíbdico 10% em EtOH, preparado segundo Wagner 
& Bladt (1996) e usado como revelador. 
 
3.3. ENSAIOS BIOLÓGICOS in vitro 
 
3.3.1. Manutenção das linhagens tumorais 
 
As linhagens U-937, Daudi e Jurkat foram obtidas do Banco de Células do Rio de Janeiro, 
UFRJ; as linhagens HeLa e HRT-18 foram gentilmente cedidas pela Prof.a Dr.a Katia Sabrina 
Paludo, do Departamento de Biologia Estrutural, Molecular e Genética, UEPG, e a linhagem 
SY5Y foi gentilmente cedida pelo pesquisador Róber Freitas Bachinski, do Centro de Ciências 
Médicas, UFF. As linhagens tumorais foram mantidas em meio RPMI 1640 suplementado 
com 500 U/mL de penicilina G, 300 μg/mL de sulfato de estreptomicina e 10% de soro 
bovino fetal, a 37 oC e 5% de CO2 em garrafas de 25 cm
2 (TPP, Suíça) em um volume de 10 
mL/frasco. A cada 3-4 dias, as linhagens foram sub-cultivadas na concentração de 5x104 
células/mL após tripsinização com solução de tripsina-EDTA 0,05%, quando necessário. 
 
3.3.2. Ensaios com linhagens tumorais 
 
As linhagens em suspensão, U-937, Daudi, Jurkat (106 células/mL), e as aderentes HeLa, 
HRT-18 e SY5Y (105 células/mL, ou numero suficiente para atingir ~80% de confluência) em 
crescimento exponencial foram incubadas em meio RPMI 1640 suplementado com 500 U/mL 
de penicilina G, 300 μg/mL de sulfato de estreptomicina e 1% de soro bovino fetal, a 37 oC, 
em atmosfera de 5% de CO2 em placas estéreis de 24 ou 96 cavidades (TPP, Suiça), 24 h, 
tempo necessário às células se adaptarem a nova condição. Em seguida, foram expostas ao 
extrato e/ou frações de L. pacari por período adequado a cada experimento. Cada ensaio foi 






3.3.3. Isolamento de células mononucleares humanas 
 
Amostras de sangue periférico de indivíduos voluntários sadios, onde nenhum dos 
doadores fazia uso de medicamento por ocasião da coleta, foram colhidas após 
consentimento livre e esclarecido, aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa do Setor de 
Ciências da Saúde da UFPR, sob Protocolo CEP/SD 039.SI.003/04-01 (Anexo B). Os sangues 
coletados em seringas estéreis e anticoagulados com heparina sódica foram utilizados para 
obtenção das diferentes populações de leucócitos humanos. Células mononucleares (MNC: 
linfócitos e monócitos) foram separadas dos granulócitos (GRN: neutrófilos, eosinófilos e 
basófilos) por meio de centrifugação usando-se Ficoll-PaqueTMPLUS (Amersham, Biosciences) 
1,077 g/cm3 como gradiente de densidade. Após centrifugação a 400 x g por 10 min em TA, 
foi retirado o plasma rico em plaquetas, sendo o volume reconstituído com PBS. Nova 
centrifugação a 800 x g por 25 min permitiu a separação do creme leucocitário (±2 mL), que 
foi adicionado de PBS (±9 mL) e gentilmente depositado sobre o gradiente de densidade (3 
mL). Após centrifugação (200 x g por 30 min em TA), os MNC recuperados da interface do 
gradiente foram lavados duas vezes com PBS (800 x g/5 min), ressuspensos em RPMI 1640 
e a concentração ajustada para 106 células/mL com auxílio de hemocitômetro. 
 
3.3.3.1. Ativação de linfócitos por PHA 
 
Células MNC (106 células/mL) foram incubadas em RPMI 1640 suplementado com 10% 
de soro fetal bovino e 10% do Meio para Cariótipo (Cultilab-Campinas/SP), a 37 oC, por 4 
dias, em atmosfera de 5% de CO2 (Bier, 1977). Para avaliar a atividade do extrato de L. 
pacari, linfócitos ativados por PHA foram transferidos para placas de cultivo de 96 poços em 
meio RPMI 1640 suplementado com 1% de soro fetal bovino; concentrações crescentes 10, 
100 e 1000 µg/mL do mesmo foram, então, adicionadas aos ensaios e incubados por mais 
24 h. Cada ensaio foi realizado em triplicata e, como resultado de cada experimento, usou-se 
a média da triplicata. 
 
3.3.4. Isolamento de células da medula óssea de camundongo 
 
Para avaliação da atividade do extrato de L. pacari sobre células hematopoiéticas 
prematuras, a medula óssea presente no fêmur de camundongos foi isolada. Esta 
metodologia foi aprovada pelo Comitê de Ética em Experimentação Animal da UFPR, sob 
Protocolo CEEA 23075.028831/2008-33 (Anexo C). Três camundongos na espécie Swiss do 
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sexo masculino foram anestesiados com éter, sacrificados por deslocamento cervical, e os 
fêmures obtidos. Sob esterilidade, com uma seringa, as células de medula óssea foram 
retiradas do fêmur, lavadas com PBS e centrifugadas. Após verificação da viabilidade celular, 
5x104 células foram incubadas em meio RPMI 1640 suplementado com 1% de soro fetal 
bovino, em cada cavidade da placa estéril de 96 cavidades (TPP, Suíça), a 37 oC, em 
atmosfera de 5% de CO2 (Bier, 1977), por 36 h, com extrato de L. pacari nas concentrações 
de 10 e 1000 µg/mL. 
 
3.3.5. Viabilidade/Toxicidade celulares 
 
A viabilidade das linhagens celulares e das células MNC utilizadas neste estudo foi 
avaliada em todas as etapas dos procedimentos metodológicos usando-se o teste de 
exclusão com Azul de Trypan, segundo Merchant e colaboradores (1964), onde as células 
foram diluídas apropriadamente em solução a 0,4% do corante em PBS e sua viabilidade 
observada ao microscópio de luz (Olympus CH30). As células discriminadas como viáveis 
apresentaram-se íntegras, brilhantes, incolores e redondas, enquanto que as não viáveis 
mostraram-se coradas em azul, muitas com perda da definição de contorno. Em todos os 
experimentos, as células utilizadas apresentaram viabilidade >90%. A toxicidade do extrato 
de L. pacari sobre as linhagens U-937, Daudi e Jurkat foi avaliada após 48 h de exposição 
primeiramente usando o teste de exclusão com Azul de Trypan. 
 
3.3.5.1. Determinação da lactato desidrogenase (LDH) 
 
A determinação da LDH por método cinético, em aparelho Cobas Mira Classic (Roche), foi 
realizada no sobrenadante e no lisado celular provenientes de experimentos realizados com 
a linhagem U-937 tratada com concentrações de 10, 100 e 1000 µg/mL do extrato e frações 
de L. pacari por 24 h, a 37 oC, em atmosfera de 5% de CO2, usando-se o sistema comercial 
LDH Liquiform (Labtest Diagnóstica S/A). Foi realizada a leitura a 340 nm do lisado celular e 







Para observação morfológica das linhagens celulares e dos MNC, citocentrifugados 
contendo 8x104 células foram preparados por centrifugação por 5 min em TA, sob baixa 
aceleração, em citocentrífuga Cytopro (Wescor). Em seguida, as lâminas secas ao ar foram 
coradas com o May-Grünwald-Giemsa (MGG) e as células diferenciadas e enumeradas com 
auxílio de um microscópio óptico. 
 
3.3.6.1. Coloração de May-Grünwald-Giemsa  
 
Lâminas contendo citocentrifugados secos ao ar foram recobertas completamente com 
corante de May-Grünwald por 3 min; posteriormente, o corante foi diluído com gotas de 
água destilada tamponada, pH 6.8, por 1 min. Em seguida, as lâminas foram recobertas com 
corante de Giemsa diluído em água tamponada (1:20) por 15 min e, finalmente, lavadas em 
água corrente e secas ao ar. 
 
3.3.7. Ensaio clonogênico 
 
Células U-937, Daudi e Jurkat (1000/ensaio) foram adicionadas a 1 mL do meio 
comercial apropriado para o cultivo de progenitores hematopoiéticos, distribuídas em placas 
de 24 cavidades (TPP, Suiça) e incubadas a 37 oC em atmosfera úmida, com 5% de CO2, por 
15 dias, com extrato de L. pacari nas concentrações de 1 e 10 µg/mL, onde cada ensaio foi 
realizado em triplicata. As colônias foram quantificadas sob microscópio ótico invertido. 
 
3.3.8. Citometria de Fluxo 
 
3.3.8.1. Anexina V versus 7-AAD 
 
Células U-937, HeLa, HRT-18, SY5Y e MNC expostas a diferentes concentrações (10-
1000 µg/mL) do extrato de L. pacari  por 6, 12 ou 24 h em atmosfera úmida a 37 °C, com 
5% de CO2 foram lavadas com PBS gelado e ressuspensas no Tampão de ligação 1x (1x10
6 
células/mL). Cem microlitros de suspensão celular foram transferidos para tubos 
apropriados, adicionados de 5 µL de Anexina V-FITC (BD Pharmingen, Biosciences) e 5 µL de 
7-AAD (BD Pharmingen, Biosciences) e incubados por 15 min em TA, ao abrigo da luz. Em 
seguida, 400 µL de Tampão de ligação 1x foram adicionados e as células imediatamente 
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analisadas em um citômetro de fluxo FACS Calibur (Becton & Dickinson, San Diego, 
California, USA), equipado com laser de Argônio (488 nm). Para cada análise, 105 eventos 
foram adquiridos, e gráficos baseados na emissão de fluorescência do FITC (FL1-H) e do 7-
AAD (FL3-H) foram construídos em escala logarítmica. Foram consideradas células positivas 
aquelas que expressaram fluorescência acima da linha limite de fluorescência, a qual foi 
negativa para o controle. Os resultados foram analisados com auxílio do programa WinMDI 
2.8. 
 
3.3.8.2. Ciclo celular 
 
Para análise do ciclo celular, 106 células da linhagem U-937 expostas ao extrato de L. 
pacari (100 e 1000 µg/mL) por 24 h em atmosfera úmida a 37 °C, com 5% de CO2, foram 
lavadas com PBS gelado e fixadas com paraformaldeído 1% por 30 min. Após lavagem com 
PBS, as células foram incubadas à TA com 20 µL de solução de iodeto de propídio (PI) 2 
mg/mL (Sigma), 300 µL de solução contendo RNase (10 mg/mL) e Triton X-100, incubados 
por 15 min, ao abrigo da luz. Em seguida, as células foram analisadas em citômetro de fluxo 
(FACS Calibur). Para cada análise, 105 eventos foram adquiridos, e histogramas baseados na 
emissão de fluorescência do PI (FL1-H) foram construídos em escala linear. Foram 
determinadas as fases do ciclo celular (G0/G1, S e G2/M) de acordo com a intensidade de 
fluorescência emitida, característica de cada fase. Os resultados foram analisados com 
auxílio do programa WinMDI 2.8. 
 
3.3.8.3. Análise de linfócitos por citometria de fluxo 
 
Após ativação de MNC com PHA conforme item 3.3.3.1., essas células foram transferidas 
para tubos de ensaio apropriados e analisados por citometria de fluxo. Para cada análise, 105 
eventos foram adquiridos em escala linear, e gráficos baseados no tamanho (FSC) e na 
complexidade interna (SSC) das células foram construídos. Os dados foram analisados 
usando o programa WinMDI 2.8. 
 
3.4. ANÁLISE ESTATÍSTICA DOS RESULTADOS 
 
Os resultados estão apresentados como a média±DP. Para análise estatística dos 
resultados, usou-se ANOVA e o teste post hoc empregado foi o teste de Tukey quando 
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apropriado. Os cálculos foram realizados utilizando-se o programa Prisma. Valores de p<0,05 
foram considerados estatisticamente significativos. 
 
3.5. REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS – FORMATAÇÃO 
 
As referências bibliográficas deste trabalho foram formatadas de acordo com o padrão da 































4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
As plantas medicinais são os principais componentes da medicina tradicional e sua 
utilização para o tratamento de doenças que acometem os seres humanos é uma prática 
milenar e que, ainda hoje, aparece como o principal recurso terapêutico de muitas 
comunidades e grupos étnicos. De acordo com o Ministério da Saúde, a “fitoterapia é uma 
terapêutica caracterizada pelo uso de plantas medicinais em suas diferentes formas 
farmacêuticas, sem a utilização de substâncias ativas isoladas, ainda que de origem vegetal” 
(Ministério da Saúde, 2006). 
Atualmente, não existem dados suficientes sobre a maioria das plantas medicinais que 
garantam sua qualidade, eficácia e segurança. A ideia de que são seguras e isentas de 
efeitos adversos não é verdadeira. Ao contrário, as plantas contêm centenas de constituintes 
e, dentre eles, muitos podem apresentar toxicidade representativa, como no caso de drogas 
citotóxicas descritas que, atualmente, têm ampla aplicação na terapêutica anticâncer 
(Calixto, 2000). 
Essas drogas exibem toxicidade celular, podendo induzir genotoxicidade, 
carcinogenicidade e efeitos teratogênicos em células não tumorais (Baxevanis et al., 2009) e, 
apesar de sua elevada eficácia sobre células malignas, alvos do tratamento, estes efeitos 
colaterais limitam seu uso. 
Muitos pacientes com câncer fazem uso de terapias medicinas alternativas 
complementares. Por exemplo, em trabalho realizado por Werneke e colaboradores (2004), 
de um total de 318 pacientes, 51,6% fizeram uso de plantas medicinais, corroborando com o 
grupo de Gratus (2009), que descreve que 7 a 48% dos pacientes com câncer relatam que 
iniciam o uso de plantas medicinais após o diagnóstico da doença.  
De acordo com dados recentes, o uso de extratos de plantas medicinais é efetivo na 
terapia de combate ao câncer, cuja ação está atribuída ao efeito sinérgico ou complementar 
de compostos presentes no extrato, uma vez que o efeito citostático observado sobre células 
cancerosas parece ser mais eficaz do que o efeito de seus compostos isolados e 
biologicamente ativos (Cassileth & Deng, 2004; Li & Vederas, 2009). Assim, a procura por 
drogas alternativas de baixa toxicidade, que sejam eficazes no tratamento de vários tipos de 
câncer, forma uma importante linha de base para investigações científicas referentes à flora 
brasileira. 
Pesquisas etnobotânicas podem ser consideradas estratégias de sucesso para a descrição 
de novas moléculas bioativas derivadas de plantas. Neste contexto, o Brasil se destaca por 
ser o país com a maior diversidade do planeta, com mais de 55.000 espécies distribuídas nos 
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diferentes ecossistemas (Mata Atlântica, Floresta Amazônica, Cerrado, Caatinga, Pantanal e 
Pampas), com uma diversidade cultural admirável e que se reflete na utilização dos recursos 
naturais de diferentes formas (Albuquerque et al., 2007; Melo et al., 2007; Brandão et al., 
2008). 
Em um levantamento etnobotânico realizado com foco em plantas medicinais utilizadas 
como produtos antitumorais no Brasil, o Cerrado ficou em segundo lugar em número de 
espécies citadas, representando 25% das listadas em todo o país (Melo et al., 2011). 
Mesquita e colaboradores (2009) testaram 412 extratos provenientes de 50 plantas nativas 
deste bioma utilizadas na medicina tradicional por 21 famílias, dentre os quais 28 
apresentaram efeito antiproliferativo significativo, inibindo em até 85% a proliferação celular 
de quatro linhagens tumorais. Interessante ressaltar que mesmo a L. pacari, uma espécie 
nativa do cerrado, não ter sido contemplada neste estudo, foi citada como tendo a utilização 
popular das suas cascas contra o câncer em estudo etnobotânico recentemente publicado 
(Melo et al., 2011). 
Como revisado na introdução deste trabalho, muitos aspectos que influenciam o uso 
popular de L. pacari vêm sendo comprovados cientificamente, porém seus efeitos sobre 
linhagens tumorais de uma forma geral, ou em humanas em particular, são inexistentes, 
corroborando a relevância deste estudo. 
Considerando que grande parte da população consome, na atenção primária à saúde e 
para o tratamento de diversas patologias, plantas medicinais na forma de chá, ou seja, como 
extrato aquoso, este trabalho procurou avaliar, sob vários aspectos, a influência do extrato 
preparado dessa espécie sobre o comportamento de várias linhagens tumorais humanas. 
Inseridos neste conjunto, passamos a relatar os resultados obtidos ao se investigar 
alguns aspectos do comportamento celular após exposição aos extratos e frações de L. 
pacari, usando sistemas in vitro de cultivo celular; em um primeiro momento, as observações 
recaem sobre diferentes linhagens leucêmicas; em seguida, sobre linhagens tumorais de 
câncer de colo do útero, de cólon e provenientes de neuroblastoma e, finalmente, sobre 
células MNC humanas e de camundongos. 
 
4.1. MATERIAL BOTÂNICO 
 
4.1.1. Escolha do solvente extrator 
 
Extratos brutos vegetais são misturas complexas constituídas quase sempre por diversas 
classes de produtos naturais, contendo diferentes grupos funcionais. O termo extração 
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significa retirar, da forma mais seletiva e completa possível, as substâncias ativas contidas 
na droga vegetal, utilizando, para isso, um líquido ou uma mistura de líquidos apropriados. 
Existem vários fatores que interferem na extração de substâncias a partir de materiais 
vegetais, como por exemplo, o seu grau de divisão, o solvente extrator e a forma de 
extração (Simões et al., 2005). Na escolha de um método extrativo, deve-se, portanto, 
considerar a eficiência, a estabilidade das substâncias extraídas e a disponibilidade dos 
meios, sem negligenciar o custo do processo escolhido.  
O grau de divisão está relacionado com o modo pelo qual o solvente penetra no material 
para possibilitar sua difusão, o qual, por sua vez, relaciona-se com a estrutura histológica do 
vegetal. Se a estrutura é bem compactada, como nos caules e raízes, o solvente terá maior 
resistência para penetrar. Dessa forma, sua redução ou, de preferência, até a forma de pó, 
facilitará a operação. Quanto ao solvente extrator, deve-se escolher aquele com maior 
afinidade com os compostos que se pretende extrair, com o objetivo de ser o mais seletivo 
possível; entretanto, a seletividade depende da polaridade e é necessário o conhecimento do 
grau de polaridade do solvente (ou de uma mistura de solventes, muitas vezes) que mais se 
aproxime do ótimo de seletividade para determinada extração (Ong, 2004). 
Quanto à forma de extração, existem diversas maneiras de se retirar substâncias de 
drogas vegetais, podendo ser realizadas à frio (maceração, percolação, turbolização, 
turbólise e turboextração), à quente em sistemas abertos (infusão e decocção) ou fechados 
(arraste por vapor d’água e em aparelho de Soxhlet), ou por micro-ondas, ultrassom, fluído 
supercrítico e, ainda, por micro extração em fase sólida, uma técnica descrita na década de 
90 e considerada relativamente nova. Algumas desvantagens podem ser observadas nos 
processos de extração, como o longo tempo de exposição entre a droga vegetal e o solvente 
extrator, o alto custo de equipamentos e materiais ou o uso de altas temperaturas, que pode 
levar à formação de artefatos e/ou promover degradações inconvenientes, como a hidrólise 
ou racemização (Vinatoru, 2001; Ong, 2004; Sahoo et al., 2010). 
Uma das técnicas mais usuais devido à simplicidade e baixo custo é a maceração da 
matéria prima vegetal, uma extração a frio realizada em recipiente fechado, sob agitação 
eventual, em TA, durante horas ou dias. Pela sua natureza, não conduz ao esgotamento da 
matéria prima vegetal devido à saturação do líquido extrator ou ao estabelecimento de um 
equilíbrio difusional entre o meio extrator e o interior da célula vegetal. Diversas variações 
conhecidas desta operação objetivam o aumento da eficiência de extração, entre elas está a 
remaceração, a qual ocorre quando a operação é repetida utilizando o mesmo material 
vegetal, renovando apenas o líquido extrator (Simões et al., 2005). 
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Devido à utilização popular em água e com o objetivo de se extrair a maioria dos 
substâncias polares das cascas do caule de L. pacari, buscou-se a utilização de solventes 
com alta polaridade como a própria água, o etanol (EtOH) e o metanol (MeOH), isolados ou 
em combinação. Assim, os resultados em termos de resíduo seco obtidos para os extratos 
após maceração do pó das cascas do caule de L. pacari por 72 h, de acordo com a 





Figura 4. Rendimento de extratos de Lafoensia pacari obtidos com 
diferentes solventes polares. Cascas secas e pulverizadas de L. pacari (5 g) 
foram maceradas em água (H2O), etanol (EtOH), metanol (MeOH), isolados ou 
em combinação (1:1; v/v), a frio, por 72 h. Cada barra representa o peso seco 





Os valores de resíduo seco obtidos quando água, EtOH, MeOH, EtOH + H2O (1:1; v/v), 
MeOH + H2O (1:1; v/v) foram, respectivamente, 3.90, 4.83, 7.65; 3.95 e 5.46%. Tendo a 
extração com MeOH apresentado maior rendimento, este solvente foi, então, escolhido para 
a preparação do extrato de L. pacari usado neste estudo, doravante denominado ExtMeOH. 
 
4.1.2. Rendimento do extrato e frações 
 
Após a obtenção do ExtMeOH, seu fracionamento foi iniciado através da partição por 
solventes orgânicos de polaridade crescente com diclorometano (DCM), acetato de etila 
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(AcOEt) e butanol (n-BuOH), em funil de separação por partição líquido/líquido. Antes de 
iniciar a partição, o ExtMeOH foi submetido ao processo de agitação em água para a 
obtenção da F1, considerada fração hidrofóbica. Ao solubilizado em água foi iniciada a 
partição com os solventes, dos quais o DCM não extraiu quantidade possível de ser 
quantificada. A partir da partição com AcOEt foi obtida a fração 2 (F2), o mesmo ocorreu 
quando utilizado n-BuOH, que deu origem a fração 3 (F3), e, finalmente, a fração da 
partição remanescente em água (F4). Esse método de extração líquido/líquido objetivou a 
separação dos principais metabólitos secundários. Após a obtenção das frações, as mesmas 
foram dessecadas e os rendimentos calculados a partir do peso inicial da droga (300 g). 
Como ilustra a Tabela 1, a fração com maior rendimento foi a fração aquosa (F4). Esses 
resultados nos remeteram ao fato interessante no uso popular de L. pacari, onde suas 




Tabela 1. Frações do extrato metanólico de Lafoensia 
pacari e seus rendimentos. 






Extrato bruto de cascas de L. Pacari obtido após maceração com 
metanol foi submetido a fracionamento com solventes de 
polaridade crescente, obtendo as seguintes frações: fração 





4.1.3. Perfil cromatográfico 
 
4.1.3.1 Cromatografia em camada delgada 
 
A análise de drogas vegetais por CCD permite obter um perfil das substâncias presentes 
(Wagner & Bladt, 1996). É um método cromatográfico do tipo adsorção e sua fase móvel é 
o material usado para impulsionar a amostra a ser separada sobre a fase estacionária, a 
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qual deve ser de um material sólido altamente polar pelo qual as moléculas de diferentes 
polaridades serão adsorvidas.  
Com o objetivo de avaliar a composição qualitativa do ExtMeOH e das frações obtidas na 
partição líquido/líquido, uma CCD foi realizada sobre placa de alumínio contendo gel de sílica 
60 usando-se CHCl3:ácido acético glacial:MeOH:acetona (2:1:1:1) como fase móvel; os 
resultados ilustrados na Figura 5 mostram que, após revelação com solução de ácido 
fosfomolíbdico, uma banda de coloração azul intensa destaca-se do conjunto, tanto no 
ExtMeOH (Ext) quanto na F4 e, não tão intensamente, nas F1 e F3, diferente da F2, a qual, 
devido à polaridade não tão elevada dos solventes e à coloração característica das bandas, 




Figura 5. CCD do ExtMeOH e das frações F1, F2, F3, F4 de 
Lafoensia pacari. Cromatoplaca resultante do fracionamento do extrato 
metanólico de L. pacari, preparada sobre gel de sílica 60 com a utilização 
de CHCl3:ácido acético glacial:MeOH:acetona (2:1:1:1) como fase móvel 
e revelada com solução de ácido fosfomolíbdico.  
 
 
4.2. ENSAIOS BIOLÓGICOS in vitro 
 
A cultura popular mostra que uma das condições em que L. pacari é utilizada relaciona-
se ao tratamento do câncer, porém não há documentação científica que certifique esse uso. 
Assim, o objetivo maior deste trabalho foi investigar esta aplicação por meio de ensaios 
preliminares usando linhagens celulares humanas representantes de diferentes tipos de 
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câncer, as quais proliferam in vitro de forma regular quando mantidas em condições 
favoráveis. 
A toxicidade de uma substância é um evento complexo que pode causar diretamente um 
dano celular, promover efeitos fisiológicos ou mesmo sistêmicos. Em contraste com esses 
dois últimos, que são mais difíceis de serem monitorados, os testes de toxicidade em nível 
celular podem ser mensurados por meio de ensaios experimentais que examinem as células 
individualmente, através da contagem do número de células que permanecem vivas e/ou 
funcionalmente competentes após um período de incubação pré-estabelecido. 
Assim, os ensaios de viabilidade são usados para medir a proporção de células que 
permanecem vivas após um procedimento traumático, de natureza física, biológica ou 
química e, em geral, se baseiam na ruptura da integridade da membrana celular, a qual é 
determinada pela incorporação de um corante para o qual a célula íntegra é refratária, como 
o Azul de Trypan, por exemplo, o qual foi usado neste estudo. 
A quantificação da toxicidade pode ser obtida não só a partir do número de células vivas 
recuperadas, mas também pelo número de colônias formadas por células que têm a 
capacidade de formar essas unidades em meios semissólidos quando apropriadamente 
estimuladas, denominados ensaios clonogênicos. Esse grupo de células é, geralmente, 
representado por células progenitoras e esses testes avaliam sua capacidade funcional 
regenerativa. 
 
4.2.1. Tratamento das linhagens U-937, Daudi e Jurkat com extrato de L. pacari 
 
4.2.1.1. Citotoxicidade com Azul de Trypan 
 
Primeiramente, investigou-se a citotoxicidade do ExtMeOH sobre células leucêmicas das 
linhagens U-937, Daudi e Jurkat. Para tanto, células em crescimento exponencial foram 
expostas a concentrações crescentes de ExtMeOH (0.01 a 1000 µg/mL) e a viabilidade 
avaliada pelo método do Azul de Trypan, juntamente com o número de células recuperadas. 
Neste ensaio, cujo princípio está relacionado com a integridade da membrana celular, a 
viabilidade é mensurada com auxílio de microscopia, onde células discriminadas como viáveis 
apresentam-se íntegras, brilhantes, incolores e redondas, enquanto as não viáveis mostram-
se coradas em azul, muitas com perda da definição de contorno, como descrito 
anteriormente (item 3.3.5). Paralelamente, citocentrifugados foram preparados desse 
material e corados com May-Grünwald-Giemsa (MGG) para observação da fenotipia das 
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células. Os resultados para as linhagens U-937, Daudi e Jurkat estão apresentados sob a 
forma de curvas concentração-resposta, ilustradas na Figura 6.  
Primeiramente, observou-se para todas as linhagens, que a 1000 µg/mL, >99% das 
células recuperadas apresentavam-se intensamente coradas pelo Azul de Trypan, com 
indicação prévia de uma alta toxicidade do extrato de L. pacari. Dessa forma, os ensaios se 
limitaram a usar concentrações de 0.01 a 100 µg/mL. 
A partir de 1 µg/mL, entretanto, foi observado, para as células U-937 (Figura 6.A) em 
primeiro lugar, que o extrato foi capaz de promover significativa queda na sua proliferação 
em relação a população não tratada (3.46±0.23x105), aqui e doravante denominada 
população controle (CT), com somente 3.26±0.31x105 (p<0,01), 2.95±0.38x105 e 
1.87±0.28x105 (p<0,001 para ambos) células recuperadas a 1, 10 e 100 µg/mL, 
respectivamente. 
Ao se investigar mais detalhadamente essa atividade, observou-se que a 100 µg/mL, a 
mesma estava associada a um efeito tóxico significativo do extrato sobre as células 
leucêmicas, evidenciado pelo teste de exclusão com Azul de Trypan. Ou seja, nessa mesma 
dose, apenas 61.23±1.44% (p<0,001) das células U-937 permaneceram viáveis (Figura 
6.A), corroborando o significativo efeito tóxico dependente da concentração previamente 
anunciado.  
Com relação às células Daudi, perfil de toxicidade semelhante foi observado (Figura 6.B), 
porém mais intenso, pois já a 0.1 µg/mL observou-se redução significativa na proliferação 
dessas células em relação ao controle (3.48±0.40x105 células), com 3.34±0.34x105 
(p<0,01), 3.36±0.20x105 (p<0,001), 2.56±0.47x105 (p<0,001) e 1.28±0.21x105 (p<0,001) 
de células recuperadas, respectivamente, para 0.1, 1, 10 e 100 µg/mL; nesta última dose, foi 
observado viabilidade de somente 64.98±0.85% (p<0,001) das células. 
Ao se investigar o efeito do extrato sobre a proliferação de células Jurkat (Figura 6.C), de 
modo semelhante ao relatado para as outras linhagens, ocorreu inibição da proliferação 
celular dependente da dose, sendo significativa a 10 e 100 µg/mL, com somente 
3.02±0.41x105 (p<0,01) e 0.74±0.28x105 (p<0,001) células recuperadas, respectivamente, 
em relação ao valor de 3.90±0.37x105 células observado para a população controle. 
Interessante nesta linhagem é que somente a 10 e 100 µg/mL observou-se efeito tóxico, 
com somente 45.05±5.58% (p<0,001) das células Jurkat permanecendo viáveis a 100 
µg/mL, enquanto a viabilidade média das células nas outras concentrações permaneceu 




















































Figura 6. Efeitos do extrato de Lafoensia pacari sobre linhagens leucêmicas. Células das 
linhagens U-937 (A), Daudi (B) e Jurkat (C) foram tratadas com as concentrações indicadas do extrato 
de L. pacari por 48 h, a 37 ºC, em atmosfera úmida e 5% de CO2 e, posteriormente, avaliadas quanto 
ao número e viabilidade celulares. Cada barra representa a média±DP do número de células 
recuperadas, enquanto as linhas representam a média±DP da viabilidade pelo método do Azul de 
Trypan em relação à população não tratada (CT), para a qual foi atribuído o valor de 100%, ambas 
obtidas de, pelo menos três experimentos independentes, cada um realizado em triplicata. ***p<0,001, 





Vários estudos semelhantes já foram realizados com o objetivo de verificar a influência 
de extratos diferentes plantas medicinais sobre linhagens de células leucêmicas. O extrato de 
Emblica officinalis, Phyllanthaceae, que demonstrou ser ativo na inibição da proliferação 
celular das linhagens K-562 e Jurkat (Khan et al., 2002), é um exemplo, assim como o 
extrato etanólico de Goldfussia psilostachys, Acanthaceae, o qual exibiu atividade anti-
proliferativa sobre células K-562 por estabilizar, semelhante às ações do paclitaxel, a 
dinâmica normal dos microtúbulos durante a mitose (Gao et al., 2004). Extratos preparados 
de Oplopanax horridus, Araliaceae (Tai et al., 2006) e de Pinus densiflora, Pinaceae, (Kwak 
et al., 2006) exibiram efeitos inibidores da proliferação de células HL-60 e K-562. 
Da mesma forma, extratos preparados das sete variedades de Olea europaea, assim 
como o de Scutellaria baicalensis, Lamiaceae, demonstraram efeito anti-proliferativo sobre as 
linhagens HL-60 (Abaza et al., 2007) e Daudi (Kumagai et al., 2007). O extrato aquoso das 
raízes de Morus alba exibiu citotoxicidade sobre células K-562 e outras linhagens celulares 
cancerosas através da indução da apoptose pela inibição da montagem dos microtúbulos 
celulares (Nam et al., 2002). 
Extratos metanólicos de três plantas medicinais brasileiras cearenses, Jatropha elliptica, 
Euphorbiaceae, Physalis angulata, Solanaceae, e Tephrosia cinerea, Fabaceae, expressaram 
propriedades tóxicas sobre células HL-60 (Faria et al., 2006). Outros extratos etanólicos de 
duas plantas brasileiras da família Apocynaceae, Allamanda blanchetti e A. schottii, exibiram 
efeitos citotóxico e citostático sobre células K-562 (Schmidt et al., 2006). 
Popularmente conhecida como unha-de-gato, a Uncaria tomentosa, Rubiaceae, 
encontrada na Floresta Amazônica, na forma de extratos aquoso e de acetato de etila, 
demonstrou potente inibição da proliferação de células HL-60 por indução da apoptose 
(Cheng et al., 2007). Ainda, os extratos etanólico, clorofórmico e hexânico de Varthemia 
iphionoides, Compositae, demonstraram toxicidade dependente da dose sobre essas células 
(Al-Dabbas et al., 2006). 
 
4.2.1.2. Citotoxicidade com LDH 
 
Após visualização de um mesmo perfil de efeito para as três linhagens leucêmicas nos 
ensaios até aqui realizados, com o intuito de confirmar os resultados obtidos, optou-se por 
submeter somente a linhagem U-937 ao método de quantificação da lactato desidrogenase 
(LDH), uma enzima citosólica solúvel que têm seus níveis aumentados após a perda da 
integridade de membrana resultante de processos que levam a célula à morte, como a 
apoptose ou a necrose, por exemplo, podendo também ser liberada para o meio de cultura. 
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Sendo um método mais rápido, mais sensível e mais preciso, a atividade de LDH, 
portanto, também pode ser usada como um indicador da integridade celular, pois resulta de 
uma reação de acoplamento em duas etapas. Sua identificação consiste no decréscimo da 
absorvância em 340 nm devido à oxidação do NADH a NAD, que é proporcional à atividade 
da LDH na amostra, quando esta catalisa a conversão do piruvato a lactato na presença de 
NADH. Assim, nesta etapa do trabalho, avaliou-se não só a toxicidade do extrato de L. 
pacari, mas também a de suas frações, cujos resultados estão apresentados na Figura 7. 
Como observado anteriormente, a concentração de 1000 μg/mL de extrato ou de suas 
frações foi significativamente tóxica para células U-937, com valores de viabilidade de 
somente 14.21±1.41% para o extrato, 13.64±3.81% para F1, 10.48±7.07% para F2, 
22.56±13.14 para F3, e 22.52±6.64% para F4 enquanto a população controle apresentou 
viabilidade de 88.50±4.20%. As concentrações de 10 e 100 μg/mL do extrato apresentaram, 
respectivamente, 87.72±4.19 e 66.42±2.74% de viabilidade celular, sendo esta inclusive 
significativamente menor em relação ao controle (p<0,001). Quanto às frações, os valores 
de viabilidade foram de 84.32±6.09 e 69.53±6.20 (p<0,01) para F1; e de 90.42±2.49 e 
78.27±3.18 para F2. Estes resultados não só confirmaram os dados anteriores, mas também 





















Figura 7. Efeito do extrato de Lafoensia pacari e frações sobre a linhagem U-937 
pelo método de LDH. Células U-937 em crescimento exponencial foram tratadas com as 
concentrações indicadas do extrato de L. pacari e suas frações F1 (hidrofóbica), F2 (acetato 
de etila), F3 (n-butanol) e F4 (aquosa) por 24 h, a 37 ºC, em atmosfera úmida e 5% de CO2; 
posteriormente, foi realizada a determinação da LDH por método cinético no sobrenadante e 
no lisado celular. Cada barra representa a media±DP da viabilidade celular, em percentagem 
em relação à população não tratada (CT) de, pelo menos, três experimentos independentes, 






O fato de que, quando células U-937, Daudi e Jurkat foram expostas ao extrato de L. 
pacari, levou a alterações significativas tanto na sua viabilidade quanto na proliferação, 
levou-nos a observar os efeitos do extrato sobre a morfologia dessas células, uma vez que, 
conforme a maturidade, e consequente funcionalidade, a célula pode apresentar morfologia 
característica, devido a sua habilidade de sofrer diferenciação celular. Como essas alterações 
podem ser observadas em preparados citológicos convenientemente corados, 
citocentrifugados de células U-937, Daudi e Jurkat expostas a 1000 µg/mL do extrato de L. 
pacari após diferentes tempos de exposição (3 e 48 h), foram então preparados e corados 
com MGG. 
Nos resultados apresentados na Figura 8, em contraste com a morfologia celular 
característica dessas linhagens (Figura 8, painéis 1) pode-se observar características típicas 
de apoptose (Figura 8, painéis 2), como a presença de vacúolos citoplasmáticos e, 
particularmente, com relação à condensação da cromatina e fragmentação do núcleo, com 
formação de corpos apoptóticos, já após 3 h de exposição ao extrato de L. pacari indicando 
que o extrato estaria interferindo no metabolismo dessas células, induzindo-as ao processo 
de apoptose. Após 48 h de exposição, como a maioria das células já se apresentava inviável, 
predomínio de figuras mal definidas, com núcleo visivelmente condensado e absoluta falta 
de resolução citoplasmática foi o achado morfológico predominante (Figura 8, painéis 3), 
confirmando os resultados de viabilidade com Azul de Trypan já descritos. 
Nesta série de experimentos foi possível observar que concentrações elevadas do extrato 
de L. pacari têm a habilidade de inibir a proliferação celular das linhagens leucêmicas 
incluídas neste estudo, independente de sua origem linfóide ou monocítica, por ser tóxico. 
Ou seja, o extrato para essas linhagens, além de citostático, mostrou-se tóxico em doses 
mais elevadas. Entretanto, em concentrações menores, essa atividade foi diferenciada entre 
as linhagens. Neste sentido, enquanto as linhagens U-937 e Jurkat não sofreram efeitos 
significativos do extrato de L. pacari na concentração de 0.01 µg/mL, as células Daudi 
mostraram-se significativamente estimuladas a proliferar, com valores de 4.26±0.33 x105 
(p<0,05) em relação ao controle, de apenas 3.48±x105 células.  
Um dos maiores problemas com agentes antiproliferativos é o seu efeito tóxico 
indiscriminado, que atinge também células saudáveis. O fato de uma substância ou extrato 
ser citostático, como o de L. pacari aqui estudado, pode ser benéfico clinicamente, no 
sentido de que ele inibiria a proliferação celular com concomitante diminuição de efeitos 
tóxicos para o paciente. Assim, como não há relatos sobre o potencial biológico deste extrato 
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ou mesmo de plantas do gênero Lafoensia sobre células cancerosas, estes resultados vêm, 
pela primeira vez, apontar um uso medicinal desta planta, com potencial ação farmacológica 





Figura 8. Influência do extrato de Lafoensia pacari sobre a morfologia de 
células de linhagens leucêmicas. Fenótipo característico (1) das células U-937 (A), 
Daudi (B) e Jurkat (C) em contraste com o observado após 3 (2) e 48 h (3) de 
exposição à 1000 μg/mL do extrato de L. pacari, a 37 ºC, em atmosfera úmida e 5% 








4.2.1.4. Ensaios clonogênicos 
 
Se, por um lado, o fato de uma célula estar viável não é suficiente para atestar sua 
capacidade funcional, por outro lado, quando se avalia o potencial de um agente ou de 
misturas complexas, como o extrato de L. pacari neste trabalho, sobre linhagens celulares, é 
necessário estar alerta para o fato de que, muitas vezes, o efeito observado decorre sobre as 
células que estão proliferando, ou seja, as que estão em ciclo, perfazendo as fases G1, S, G2 
e culminando na fase M do ciclo generativo, caracterizando a divisão celular. 
Há, entretanto, sempre a existência de uma pequena população de células que não 
prolifera, ou seja, não entra em ciclo, permanecendo, portanto, em estado quiescente, ou 
fora do ciclo generativo, denominada fase G0. 
Neste contexto, quando se estuda uma população de células que tem a capacidade de 
exercer diferentes funções quando inseridas em um sistema metodológico apropriado, 
efeitos sobre a proliferação celular devem ser também investigados por meio de 
experimentos que as induzam a entrar em ciclo, portanto, sair do estado dormente e passar 
para o estado proliferativo, e que avaliem a capacidade regenerativa (ou replicativa) dessa 
população, como os ensaios clonogênicos. 
Tendo em vista o fato de que o extrato de L. pacari inibiu de forma significativa, a 
proliferação de células leucêmicas e sabendo que essas linhagens são capazes de produzir 
colônias típicas em meio semissólido quando devidamente estimuladas, prosseguiu-se uma 
análise mais detalhada sobre a ação do extrato, mas desta vez sobre a funcionabilidade 
dessas células, investigando-se sua ação sobre o potencial clonogênico das linhagens U-937, 
Daudi e Jurkat. Assim, o efeito do extrato nas concentrações que promoveram diminuição 
significativa da viabilidade celular nos ensaios anteriores, ou seja, 1 e 10 μg/mL, foi avaliado 
através do seu cultivo em meio semissólido enriquecido com citocinas recombinantes. Após 
15 dias, as colônias formadas foram visualizadas e enumeradas em microscópio invertido e 
os resultados estão apresentados na Figura 9.  
Para as células U-937 expostas a 1 μg/mL do extrato, observou-se aumento do número 
de colônias formadas (124.00±12.17) em relação ao controle (100.00±19.97 colônias), em 
contraste com a concentração de 10 μg/mL, onde o número de colônias diminuiu para 
72.33±7.51 (n=3). O número de colônias observado para células Daudi a 1 e 10 μg/mL 
também diminuiu, com 86.00±21.79 e 80.67±6.51 colônias geradas, respectivamente,  
quando comparado à população controle (103.00±1.00). Para a linhagem Jurkat, também se 
observou diminuição progressiva no número de colônias conforme a dose, com 71.33±9.07 e 
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26.33±26.27 colônias, respectivamente, para 1 e 10 μg/mL, sendo esta significativamente 





Figura 9. Efeito do extrato de Lafoensia pacari sobre o potencial 
clonogênico de linhagens leucêmicas. Células das linhagens U-937, Daudi e 
Jurkat foram expostas às concentrações indicadas do extrato de L. pacari em meio 
semissólido por 15 dias, a 37 ºC, em atmosfera úmida e 5% de CO2. Cada barra 
representa a média±DP do número de colônias geradas de, pelo menos, três 





Nesta série de ensaios, recapitularam-se alguns dos perfis de inibição observados nos 
ensaios iniciais de proliferação e, mesmo com um número pequeno de experimentos, o 
extrato de L. pacari também foi capaz de inibir a formação de colônias de progenitores 
leucêmicos em meio semissólido, demonstrando ter influência também sobre o potencial 
clonogênico das linhagens leucêmicas estudadas. 
 
4.2.2. Tratamento da linhagem U-937 com ácido elágico 
 
Nesta etapa do trabalho, após observação dos efeitos citostático e citotóxico do extrato e 
frações de L. pacari em células leucêmicas, buscou-se observar se o ácido elágico (AE), 
marcador fitoquímico da espécie, poderia estar contribuindo com essas ações. Para tanto, 
ele foi submetido aos mesmos ensaios experimentais. 
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Como mostra a Figura 10, em relação à população não tratada (CT), mínimas alterações, 
tanto com relação ao número de células recuperadas (Figura 10.A) quando expostas a 0.1 
(91.62%±9.38), 1 (92.52%±8.05), 10 (107.02%±7.36) ou 100 μg/mL (104.64%±5.40), 
que correspondem a 0.3, 3, 30 e 300 μM de ácido elágico, respectivamente, ou à viabilidade 
celular (Figura 10.B) foram observadas. Interessante notar que diferenças significativas em 
relação à viabilidade de células tratadas com o extrato e frações de L. pacari só foram 
observadas a 100 μg/mL (p<0,01), concentração na qual o AE nitidamente não apresentou 





Figura 10. Efeitos do ácido elágico e do extrato e frações de Lafoensia pacari sobre a 
linhagem U-937. Células da linhagem U-937 foram tratadas com as cocentrações indicadas de 
ácido elágico (AE) e do extrato e frações de L. pacari por 24 h, a 37 ºC, em atmosfera úmida e 5% 
de CO2 e, posteriormente, avaliadas quanto ao número de células e viabilidade celular. Cada barra 
(A) representa a média±DP do número de células recuperadas, enquanto as linhas (B) 
representam a média±DP da viabilidade, obtida pelo método do Azul de Trypan em relação à 
população não tratada (CT), para a qual foi atribuído o valor de 100%, ambas obtidas de, pelo 
menos 3 experimentos independentes, cada um realizado em triplicata. **p<0,01. (C) A morfologia 
celular foi realizada por citometria de fluxo, onde comparação do perfil topográfico das células 
tratadas com ácido elágico e com extrato de L. pacari, ambos a 100 μg/mL, por 24 h, a 37 ºC, em 







Tabela 2. Efeito do ácido elágico e do extrato de Lafoensia pacari e suas frações 
sobre a viabilidade celular da linhagem U-937. 
Doses 
(µg/mL) 
0.1 1 10 100 
ExtMeOH 72.55±4.43 72.10±9.23 73.25±9.32 21.17±2.69 
F1 82.85±14.86 70.20±3.38 56.73±10.06 32.05±2.69 
F2 71.66±14.22 72.44±18.50 60.06±8.20 31.84±22.14 
F3 89.27±8.70 72.56±10.78 68.08±20.03 24.89±19.40 
F4 82.03±6.05 82.78±11.77 67.90±16.51 22.30±3.29 
AE 92.44±8.00 84.41±9.68 94.75±18.39 79.34±21.26** 
Cada valor expressa a percentagem, em relação à população não tratada (CT) e para a qual foi 
atribuído o valor de 100%, de células U-937 viáveis recuperadas após exposição, por 24 h, a 37 
ºC, em atmosfera úmida e 5% de CO2, às doses indicadas de ácido elágico (AE), extrato de L. 
pacari ou suas frações hidrofóbica (F1), ActOEt (F2), n-BuOH  (F3) e aquosa (F4) avaliadas pelo 
método do Azul de Trypan. **p<0,01 em relação às células tratadas com AE, ExtMeOH de L. 




Esses resultados foram confirmados por citometria de fluxo (Figura 10.C), após 
observação do padrão morfológico distinto apresentado pelas células tratadas com 100 
μg/mL do ExtMeOH, com nítido deslocamento dos histogramas que representam os 
parâmetros relacionados ao tamanho da célula (FSC) e à complexidade interna (SSC) para a 
esquerda do gráfico, indicando estreito relacionamento com as características apoptóticas 
observadas nos citocentrifugados da Figura 8.A, em contraste com a semelhança entre os 
histogramas das populações controle e a tratada com AE. 
A ausência de efeitos tóxicos do AE sobre células U-937 corrobora o estudo já realizado 
por Mertens-Talcott & Percival (2005), que observaram que o AE não interferiu com a 
viabilidade ou com o número de células MOLT-4, também de origem leucêmica, avaliadas 
em condições experimentais semelhantes, usando o teste de exclusão com o Azul de Trypan 
e discordando do trabalho de Han e colaboradores (2006), os quais demonstraram efeito 
citotóxico importante do AE sobre células tumorais usando o método do MTT (brometo de 3-
[4,5-dimetiltiazolil]-2,5-difeniltetrazólio). 
Neste contexto, é preciso estar ciente de que, para o ensaio do MTT, que inclui a redução 
de sais tetrazólio por enzimas succinato tetrazólio redutases situadas em mitocôndrias de 
células viáveis (Mosmann, 1983), interferências de substâncias que são capazes de formar 
produtos azuis de formazan na ausência de células já foram descritos, o que pode levar a 
resultados falsos positivos (Bruggisser et al., 2002) e, consequentemente, a interpretações 
equivocadas dos resultados. 
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Peng e colaboradores (2005), por exemplo, apresentaram estudos mostrando a 
capacidade que flavonoides têm em reduzir o MTT, de maneira dependente não só da 
concentração, mas também do tempo de reação. Considerando, por um lado, que 
flavonoides e ácidos fenólicos constituem as classes de polifenóis mais importantes, onde se 
inclui o AE, e, por outro lado, a possibilidade de se interpretar equivocadamente os 
resultados de efeitos citotóxicos, neste trabalho o clássico ensaio do LDH foi usado em 
detrimento do MTT para avaliação da citotoxicidade, pois em uma série preliminar de 
experimentos, notou-se clara e distinta interferência do extrato (ou de substâncias nele 
presentes) com os sais tetrazólio, independente da presença de células no sistema.  
 
4.2.3. Avaliação de apoptose da linhagem U-937 tratada com extrato de L. pacari por 
citometria de fluxo 
 
O conjunto de informações obtido com os ensaios de proliferação juntamente com as 
observações colhidas durante a análise dos citocentrifugados, onde muitas células 
apresentavam-se com características apoptóticas, particularmente com condensação da 
cromatina e fragmentação do núcleo, nos motivaram a investigar se o extrato não estaria 
interferindo no metabolismo dessas células a ponto de induzi-las a sofrer apoptose. 
A ferramenta utilizada foi a citometria de fluxo, a qual permite análises múltiplas e 
independentes das características físicas e químicas de uma população de células, que são 
individualmente conduzidas em um canal de corrente fluida que intercepta o feixe de luz 
proveniente de um raio laser. No caso específico do equipamento utilizado, o FACS Calibur, o 
raio laser é provido pelo gás argônio. 
As células, ao passarem pelo feixe de luz emitido, causam sua dispersão em várias 
direções, as quais dependem do tamanho/volume e da estrutura interna de cada célula 
(Macey, 1994). Dessa forma, o feixe de luz que passa pela partícula com um mínimo de 
desvio está relacionado ao tamanho da célula (FSC – forward light scatter), enquanto aquele 
que capta o desvio ortogonal aos eixos do fluido celular e do raio laser (SSC – side light 
scatter) relaciona-se com a complexidade interna celular, em particular a granularidade e a 
forma nuclear (Shapiro, 1985). Ainda, esta técnica analisa rapidamente, com maior 
acuracidade, um número muito superior de células. Também, moléculas fluorescentes, 
quando ligadas às células, podem ser excitadas e, subsequentemente, emitir luz de acordo 
com a natureza da molécula fluorescente (Assenmacher et al., 1995). 
A luz dispersa e/ou a fluorescência emitida são, então, coletadas por diferentes sensores, 
os quais, por sua vez, convertem-nas em sinais elétricos, que são amplificados e transferidos 
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a processadores matemáticos. Estes produzem um conjunto de números que, ao serem 
analisados, caracterizam diferentes populações celulares (Robinson, 1993). 
Os resultados emitidos por um citômetro de fluxo são, então, originados de uma 
combinação de sinais que refletem não só o tamanho e a complexidade interna de cada tipo 
celular analisado, mas também incluem suas características topográficas e de densidade 
óptica, além de fornecer detalhes sobre a expressão de moléculas ou estruturas quando 
ligadas a fluorocromos (Shapiro, 1985). Todos esses parâmetros celulares são analisados 
simultaneamente e convertidos em gráficos de coordenadas x e y, podendo se apresentar 
como histogramas, gráficos de pontos, de densidade ou mesmo de contorno (Macey, 1994). 
A escolha do tipo de gráfico repousa naquele que melhor representará ou traduzirá os 
resultados obtidos. 
Para tanto, optou-se por células U-937, as quais foram expostas a 1000 μg/mL de 
extrato de L. pacari por 6, 12 e 24 h, a 37 oC, em atmosfera úmida e 5% de CO2. Após 
incubação, as células foram marcadas com a proteína Anexina V conjugada ao FITC e com o 
corante 7-AAD, conforme descrito na seção de Material e Métodos, e, em seguida, analisadas 
por citometria de fluxo. Os resultados estão apresentados na Figura 11. 
 
4.2.3.1. Expressão de Anexina V versus 7-AAD 
 
Nos três experimentos realizados, foi possível observar diferenças interessantes entre o 
padrão de comportamento apresentado pelas células não tratadas (CT) e o daquelas 
expostas ao extrato, tanto com relação a apoptose quanto à necrose, traduzidas pela 
percentagem dessas células presente em cada um dos quatro quadrantes constituintes de 
um gráfico de pontos.  
No painel A da Figura 11, que é representativo de um experimento típico, é possível 
perceber, nitidamente, o deslocamento das células de acordo com o tempo de exposição por 
meio da expressão de Anexina V e 7-AAD. 
Anexina V e 7-AAD foram usados porque permitem analisar, respectivamente, fenômenos 
característicos ligados a apoptose e a necrose simultaneamente em uma população de 
interesse. Ou seja, a Anexina V tem elevada afinidade pela fosfatidilserina presente na 
porção interna da membrana citoplasmática de células íntegras. Considerando que a 
externalização da fosfatidilserina ocorre nos estágios precoces do processo de apoptose, a 
sua ligação específica com a Anexina V pode identificar o fenômeno da apoptose mais 
precocemente do que ensaios baseados em alterações nucleares, como a fragmentação do 
DNA, por exemplo (Koopman et al., 1994; Vermes et al., 1995). Assim, a marcação com 
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Anexina V-FITC precede a perda da integridade da membrana que acompanha os estágios 
mais precoces de morte celular, resultando em apoptose e/ou necrose. 
Já o 7-AAD, sendo um corante de estrutura grande, não penetra em células íntegras; 
porém, se a célula permite sua entrada, irá se intercalar entre as bases guanidina e citosina 
do DNA, podendo assim ser utilizado como marcador de células não viáveis nos ensaios que 
utilizam a citometria de fluxo. 
O uso simultâneo desses agentes é possível pela ausência de sobreposição espectral 
entre as emissões fluorescentes do 7-AAD e do FITC, neste trabalho o fluorocromo revelador 
da ligação com a Anexina V, pois este emite fluorescência em 513-530 nm (Vermes et al., 
1995), sendo detectada no canal FL1-H do equipamento, enquanto o 7-AAD emite em 650 
nm, na faixa vermelho do espectro (Cowden & Curtis, 1981; Zelenin et al., 1984; Schmid et 
al., 1992) sendo detectado no canal FL3-H. 
Na série de gráficos de pontos ilustrados na Figura 11.A, onde cada ponto representa 
uma célula detectada no sistema, as populações vão migrando, progressivamente no tempo, 
do quadrante inferior esquerdo (representado por células viáveis que pouco expressam 
Anexina V ou 7-AAD), para o quadrante inferior direito (representado por células que 
expressam quantidade discreta de Anexina V, revelando um processo inicial de apoptose - 
ApI), seguindo para o quadrante superior direito (representado por uma população 
francamente em processo de apoptose, expressando altos níveis de Anexina V e 
baixa/moderada expressão de 7-AAD - Ap). Ou seja, no gráfico B da mesma figura, é 
significativamente distinta a quantidade de células que, não expostas ao extrato, 
permanecem viáveis mesmo após 24 h de cultura, em contraste com a população tratada, 
para a qual, no mesmo período, há um predomínio de células marcadas simultaneamente 
pela Anexina V e pelo 7-AAD, indicando que estão migrando de uma fase em apoptose para 
a de necrose, movimento que leva à morte celular. 
Com esta série de experimentos, foi demonstrado que o extrato de L. pacari induz a 
linhagem leucêmica estudada ao processo de apoptose, confirmando os dados obtidos com 
os experimentos de proliferação e viabilidade celular anteriores. 
Importante se faz ressaltar, que a proliferação celular descontrolada é característica do 
câncer e que células tumorais exibem mutações adquiridas nos genes que controlam 
diretamente seu ciclo celular (Sherr, 1996). Portanto, investigações que incluam observações 
referentes à influência do extrato de L. pacari sobre o ciclo celular destas células são 
pertinentes, uma vez que os resultados até aqui descritos são muito sugestivos de que este 
extrato possa agir como agente anti-tumoral atuando em uma ou mais etapas do ciclo 
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celular, como já descrito para outros extratos (Jimenez-Medina et al., 2006; Majewska et al., 





Figura 11. Efeito do tempo de exposição do extrato de Lafoensia pacari sobre a linhagem 
U-937 detectado por citometria de fluxo. Células U-937 foram expostas a 1000 μg/mL do extrato 
de L. pacari nos tempos indicados, a 37 oC, em atmosfera úmida e 5% de CO2. Após incubação, as 
células foram marcadas com Anexina V-FITC e 7-AAD e sua expressão analisada por citometria de 
fluxo. (A) Painel representativo de um experimento, mostrando o deslocamento celular, de acordo 
com o tempo de exposição, migrando do quadrante inferior esquerdo (CT), onde as células não 
tratadas se detêm, para o quadrante inferior direito, representado por células em processo inicial de 
apoptose (ApI), seguido de necrose (N, quadrante superior direito). Cada ponto representa uma 
célula detectada no sistema. (B) Cada barra representa a média±DP de células expressando Anexina 
V-FITC (FL1-H) e 7AAD (FL3-H), isolada ou simultaneamente, em percentagem às células não 
tratadas (CT). ***p<0,001, **p<0,01, *p<0,05. 
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4.2.3.2. Ciclo Celular 
 
A disponibilidade de corantes fluorescentes que interagem com estruturas celulares de 
forma específica permite o uso da citometria de fluxo também para analisar eventos 
moleculares como, por exemplo, as fases do ciclo generativo de uma população celular. 
Neste contexto, o uso de fluorocromos, como o iodeto de propídio (IP), que se intercalam 
com as moléculas de DNA, permite a identificação da fase do ciclo celular em que as células 
se encontram pela determinação do seu conteúdo em DNA. Entretanto, estas análises 
avaliam a atividade celular, mas não determinam a proporção ou o número de células em 
divisão (Kubbies et al., 1985). 
Após confirmação da indução de apoptose pelo extrato de L. pacari em células 
leucêmicas da linhagem U-937, utilizou-se o IP para, então, marcar o seu DNA quando 
tratadas com 100 e 1000 μg/mL do extrato de L. pacari, usando as mesmas condições em 
que se avaliaram os processos de apoptose, e as etapas do ciclo celular foram estudadas. Os 
resultados estão ilustrados na Figura 12. 
O Painel A da Figura 12 mostra o perfil de ciclo celular de uma população de células U-
937 resultante da exposição ao extrato por 24 h, em meio RPMI 1640 enriquecido com 1 % 
de soro fetal bovino, em comparação com o perfil de uma população não tratada (controle), 
ambos medidos em conteúdo de DNA; com as fases bem delimitadas, a maioria das células 
da população controle se encontra na região das fases G0/G1 e S do ciclo celular e, 
praticamente, não há presença de células marcadas na região que as antecede. 
Quando se compara com os perfis apresentados pelas células que foram incubadas com 
100 e 1000 μg/mL do extrato de L. pacari, nota-se diminuição progressiva em conteúdo de 
DNA nas fases G0/G1 e S e o aparecimento simultâneo de um pico em posição bastante 
anterior, o qual é característico de células em apoptose, evento já observado em outros 
estudos que avaliaram a indução de apoptose de substâncias de origem natural (Narayanan 
et al., 1999; Park et al., 2001; Ghosh et al., 2006; Giri et al., 2006; Motomura et al., 2008; 
Chiruvella & Raghavan, 2010; Kim et al., 2011; Yeh et al., 2011). Este pico se torna 
particularmente proeminente nos ensaios com 1000 μg/mL do extrato; ainda, o percentual 
de células detectado mostra aumento crescente e significativo de células nesta “pré-fase” de 
ciclo e que é diretamente proporcional à concentração do extrato (Figura 14.B). 
Dentre as proteínas que rigorosamente controlam o ciclo celular, a proteína p53 exerce 
importante função na atividade supressora de tumores por dois mecanismos: interrupção da 
proliferação e indução da morte celular programada, ou apoptose. Assim, a p53 atua na 
proliferação celular, permitindo que sejam reparados danos espontâneos ou induzidos 
53 
 
durante as fases G1-S do ciclo celular. Se houver falha dos mecanismos de reparo, os níveis 
de p53 aumentam e as células são, então, encaminhadas para apoptose. 
Nos tumores, mutações que atingem genes que controlam a proliferação celular, em 
particular o gene p53, resultam na tradução de proteínas mutantes incapazes de corrigir 
danos genômicos e/ou levar a célula a apoptose. As células tumorais adquiriram diversas 
maneiras de escapar do processo de apoptose, quer por descontrole da regulação de 
mecanismos intracelulares ou por uma resposta imunológica ineficiente, como revisto na 
introdução deste trabalho. O mais importante é a evidência de que, mudando uma dessas 
condições, a morte celular por apoptose pode ser restabelecida (Vousden, 2002). 
 
 
Figura 12. Efeito do extrato de Lafoensia pacari sobre o ciclo celular de 
células U-937. (A) Histogramas demonstrativos das fases do ciclo celular de 
células U-937 incubadas com o extrato de L. pacari nas concentrações indicadas, 
por 24 h, a 37 ºC, em atmosfera úmida e 5% de CO2. (B) Cada barra representa a 
média±DP de células, em percentagem, em cada fase do ciclo celular em relação a 





4.2.4. Avaliação de apoptose das linhagens HeLa, HRT-18 e SY5Y tratadas com extrato de L. 
pacari por citometria de fluxo 
 
Os ensaios realizados com as linhagens leucêmicas, cujos resultados foram 
demonstrados e discutidos nos itens anteriores, demonstraram que o extrato de L. pacari 
exerce (a) efeito citostático, ou seja, impede a reprodução celular; tem (b) efeito citotóxico, 
pois diminui significativamente a viabilidade celular e, em adição, (c) induz o processo de 
apoptose, pelo menos em células U-937, evidenciado não só pela co-expressão de Anexina V 
e 7-AAD, mas também por estudos do ciclo celular. 
Para verificar se esta indução também ocorreria em outras células tumorais, foram 
utilizadas as linhagens HeLa, HRT-18 e SY5Y, representativas de câncer do colo de útero, do 
cólon e de neuroblastoma, respectivamente, na metodologia clássica que utiliza a Anexina V 
e o 7-AAD como indicadores de morte celular programada e necrose, cujos resultados estão 
sequencialmente apresentados nas Figuras 13, 14 e 15. Para células HeLa, o mesmo efeito 
do extrato de L. pacari, de forma dependente da concentração (Figura 13), ocorreu, onde o 
perfil obtido também foi sugestivo de uma indução dessas células a apoptose. Um fato 
interessante e que chamou muito a atenção durante esses experimentos foi a presença de 
uma autofluorescência exibida pelas células HeLa no grupo controle, onde as mesmas não 
foram expostas ao extrato, semelhante ao evento relatado por Ling e colaboradores (2008), 
que o descreveram como uma característica intrínseca dessa linhagem. Para excluir a 
influência deste fato nos resultados, essa autofluorescência foi “descontada” quando no 
delineamento dos quadrantes que precedem a análise da expressão da fluorescência emitida 
pela Anexina V e pelo 7-AAD. 
Recentemente, Booth e colaboradores (2012), bem como Manosroi e colegas (2012) 
demonstraram atividades citotóxica e anti-proliferativa de plantas medicinais em células 
HeLa. Nesta mesma linhagem, foi descrita uma interação sinérgica citotóxica entre as 
saponinas digitonina, aescina, ácido glicirrízico e saponina da Quillaja, e monoterpenos α-
pineno, timol e mentol (HerrMann & Wink, 2011). Ainda, a substância HY52 isolada das 
folhas da planta Bauhinia forficata, conhecida popularmente como pata-de-vaca, exibiu 
efeito antiproliferativo sobre essa mesma linhagem, cujo mecanismo refere-se à manutenção 




Figura 13. Efeitos da concentração do extrato de Lafoensia pacari sobre a linhagem 
HeLa. Células HeLa foram expostas por 24 h  às concentrações do extrato de L. pacari a 37 oC, 
em atmosfera úmida e 5% de CO2. Após incubação, as células foram marcadas com Anexina V-
FITC e 7-AAD e sua expressão analisada por citometria de fluxo. Cada painel, representativo de 
um experimento de quatro realizados independentemente, mostra o deslocamento celular, de 
acordo com a dose, migrando do quadrante inferior esquerdo (CT), onde as células não tratadas 
se detêm, para o quadrante inferior direito, representado por células em processo inicial de 
apoptose, enquanto os valores referem-se à percentagem de células detectada em cada 






Efeito semelhante ocorreu com o extrato de L. pacari sobre a linhagem HRT-18, 
conforme demonstrado na Figura 14, com dados obtidos a partir de quatro experimentos 
independentes realizados. Nesta linhagem, as células tumorais apresentaram maior 
sensibilidade ao efeito tóxico do extrato, podendo ser observado uma porcentagem 
significativa de células em apoptose. 
Yaffe e colaboradores (2013) investigaram o efeito da piperina no crescimento de células 
HRT-18, onde, pelo ensaio do MTT, este alcaloide inibiu a viabilidade das células tumorais de 
modo dependente da dose e do tempo, sugerindo efeitos citostático e citotóxico. No mesmo 
estudo, usando Anexina V e IP, as células de câncer de cólon foram analisadas por 
citometria de fluxo, onde foi observada a inibição do ciclo celular e a indução de apoptose 
pela piperina.  
Quanto à linhagem de neuroblastoma, a indução de apoptose foi observada para um 
maior número de células na concentração de 10 μg/mL do extrato (Figura 15). De modo 
semelhante, a linhagem SY5Y já se mostrou sensível aos efeitos citotóxicos da curcumina e 





Figura 14. Efeitos da concentração do extrato de Lafoensia pacari sobre a linhagem 
HRT-18. Células HRT-18 foram expostas por 24 h às concentrações do extrato de L. pacari a 37 
oC, em atmosfera úmida e 5% de CO2. Após incubação, as células foram marcadas com Anexina 
V-FITC e 7-AAD e sua expressão analisada por citometria de fluxo. Cada painel, representativo de 
um experimento de quatro realizados independentemente, mostra o deslocamento celular, de 
acordo com a dose, migrando do quadrante inferior esquerdo (CT), onde as células não tratadas 
se detêm, para o quadrante inferior direito, representado por células em processo inicial de 
apoptose, seguido de apoptose estabelecida (quadrante superior direito), enquanto os valores 
referem-se a percentagem de células detectada em cada quadrante. Cada ponto representa uma 









Figura 15. Efeitos da concentração do extrato de Lafoensia pacari sobre a linhagem 
SY5Y. Células SY5Y foram expostas por 24 h às concentrações do extrato de L. pacari a 37 oC, 
em atmosfera úmida e 5% de CO2. Após incubação, as células foram marcadas com Anexina V-
FITC e 7-AAD e sua expressão analisada por citometria de fluxo. Cada painel, representativo de 
um experimento de quatro realizados independentemente, mostra o deslocamento celular, de 
acordo com a dose, migrando do quadrante inferior esquerdo (CT), onde as células não tratadas 
se detêm, para o quadrante inferior direito, representado por células em processo inicial de 
apoptose, seguido de apoptose estabelecida (quadrante superior direito), enquanto os valores 
referem-se à percentagem de células detectada em cada quadrante. Cada ponto representa uma 









4.2.5. Células de medula óssea de camundongos tratadas com extrato de L. pacari 
 
A procura por novos medicamentos naturais que possam, de forma seletiva, combater as 
patologias que afetam o sistema hematopoiético, particularmente aqueles relacionados às 
neoplasias, é frequente. Entretanto, o tecido hematopoiético é alvo constante de numerosos 
xenobióticos. Hematotoxicidade pode ser devida ao aumento ou a diminuição periférica de 
células sanguíneas de uma ou mais linhagens, com o risco de um evento clínico adverso. A 
hematoxicologia in vitro tem, sob condições controladas, o objetivo de predizer os efeitos de 
substâncias em estudo, que podem limitar sua utilização clínica (Parchment, 1998). 
A mielotoxicidade é um dos fatores limitantes para o uso das doses requeridas de 
medicamentos no tratamento de tumores, pois substâncias como os anti-neoplásicos 
destroem rapidamente os progenitores da medula óssea que estão em ciclo (Malerba et al., 
2002). Durante o desenvolvimento de uma nova droga ou agente terapêutico, um aspecto 
importante é, portanto, predizer se o agente em questão pode ser tóxico para as células da 
medula óssea e se, se presente, se a toxicidade teria especificidade para uma ou mais de 
suas linhagens celulares. 
Com o objetivo de avaliar se a toxicidade apresentada para células leucêmicas e tumorais 
se repetiria em células imaturas normais de medula óssea, ou seja, aquelas que estão em 
contínuo estado proliferativo, foram utilizados camundongos, dos quais essas células foram 
obtidas do osso fêmur; após seleção com gradiente de densidade, as células mononucleares 
(MNC) foram, então, cultivadas conforme metodologia descrita na seção Material e Métodos 
deste trabalho, e expostas ao extrato de L. pacari. Após o tempo de incubação, para verificar 
a viabilidade celular, bem como o número de células para estimar os efeitos sobre a 
proliferação celular, foi realizado o teste com Azul de Trypan. 
 
4.2.5.1. Citotoxicidade por Azul de Trypan 
 
Os resultados mostraram que, em contraste com os até agora descritos para as linhagens 
tumorais, o extrato de L. pacari pouco interferiu na viabilidade ou influenciou na proliferação 
das células MNC de medula óssea de camundongos (Figura 16), cujos valores de 
90.1014.62 e 122.4019.19% foram registrados para tratamentos com 10 e 100 μg/mL 
com relação a viabilidade celular, respectivamente, com 88.9514.36 e 99.264.56% de 
células recuperadas quando comparadas ao controle, para o qual se atribuiu 100% em 





Figura 16. Efeito do extrato de Lafoensia pacari sobre células mononucleares da medula 
óssea de camundongos. Células mononucleares de medula óssea obtidas de camundongos foram 
tratadas com as concentrações indicadas do extrato de L. pacari por 36 h, a 37 ºC, em atmosfera 
úmida e 5% de CO2. Cada barra representa a media±DP de células recuperadas, enquanto a linha 
representa a média da viabilidade celular±DP, ambas em percentagem e em relação à população não 
tratada (CT), para a qual foi atribuído o valor 100%, obtidas de, pelo menos, três experimentos 




Esses resultados foram, além de surpreendentes, encorajadores e nos levaram a 
novamente questionar se os efeitos indutores de apoptose anteriormente descritos para 
células tumorais poderiam estar presentes em alguma fração dessas células normais. Para 
responder esta questão, células MNC de sangue periférico de doadores saudáveis, 
enriquecidas de linfócitos, foram usadas como modelo, sendo então expostas ao extrato de 
L. pacari (10 e 100 μg/mL); após o período de incubação, essas células foram, então, 
marcadas com Anexina V e 7-AAD e avaliadas por citometria de fluxo. 
 
4.2.6. Células MNC de sangue periférico tratadas com extrato de L. pacari 
 
O extrato de L. pacari, à semelhança de agentes citotóxicos utilizados na terapêutica 
antineoplásica corrente, não mostrou seletividade para células tumorais, induzindo as células 
MNC de sangue periférico em estado basal a apoptose, também de forma dependente da 
concentração (Figura 17). 
Como a maioria das células MNC do sangue periférico se constituem de linfócitos T, 
sabe-se que essas células não estão proliferando, diferentemente das células leucêmicas, as 







Figura 17. Efeitos da concentração do extrato de Lafoensia pacari sobre células MNC 
humanas obtidas de sangue periférico. Células mononucleares obtidas de sangue periférico 
de indivíduos saudáveis foram expostas por às concentrações indicadas do extrato de L. pacari a 
37 oC, em atmosfera úmida e 5% de CO2. Após 24 h de incubação, a 37 ºC, em atmosfera úmida 
e 5% de CO2, as células foram marcadas com Anexina V-FITC e 7-AAD e sua expressão analisada 
por citometria de fluxo. Cada painel, representativo de um experimento de três realizados 
independentemente, mostra o deslocamento celular, de acordo com a dose, migrando do 
quadrante inferior esquerdo (CT), onde as células não tratadas se detêm, para o quadrante 
inferior direito, representado por células em processo inicial de apoptose, seguido de apoptose 
(quadrante superior direito), enquanto os valores referem-se à percentagem de células detectada 








Com o objetivo de aproximar à condição proliferativa das células leucêmicas, em uma 
segunda série de ensaios, as células MNC do sangue periférico foram, primeiro, cultivadas na 
presença de fitohemaglutinina (PHA), uma lectina dotada da capacidade de promover in vitro 
a transformação morfológica de linfócitos e estimular sua proliferação (Nowell, 1960). 
Neste contexto, a maioria das células MNC periféricas estimuladas por PHA (MNC+PHA) 
passou a apresentar características morfológicas de células blásticas, certificadas por meio 
da observação microscópica das células presentes nos citocentrifugados corados com MGG e 
por citometria de fluxo, ou seja, mesma morfologia de células imaturas, como as 
encontradas nas leucemias (Figura 18). 
Como ilustrado na Figura 18.A, um dos meios de se ter certeza que linfócitos periféricos 
estão ativados é pela alteração de sua morfologia, observada sob microscopia de imersão, 
em preparações fixadas e coradas por corantes hematológicos universais. Linfócitos em 
estado basal se caracterizam como células pequenas e arredondadas (Figura 18.X.2), com 
cerca de 10 μm de diâmetro, elevada relação núcleo-citoplasmática; seu citoplasma é 
geralmente escasso, de coloração azul em, sem a presença de granulação específica; seu 
núcleo também é arredondado, denso, com cromatina apresentando-se com agregados 
irregulares e a presença de estruturas semelhantes a nucléolos é eventual, porém mal 
definidos quando presentes (Lee et al., 1999). Em um citômetro de fluxo, esta população 
ocupa uma posição característica, de baixos FSC (x) e SSC (y), ou seja, ocupam o canto 
esquerdo inferior de um eixo de coordenadas (Figura 18.X.1).  
Já linfócitos ativados ou transformados, aqui no caso pela ação da PHA, apresentam-se 
com morfologia característica de células imaturas (Figura 18.Y.2), primitivas ou blásticas 
(linfoblastos), sendo maiores do que linfócitos em estado basal, com cerca de 10 a 20 μm de 
diâmetro, citoplasma azul escuro intenso, geralmente vacuolizado, com Complexo de Golgi 
desenvolvido, definido como a área não corada ao redor do núcleo; apresentam-se com 
cromatina delicada, presença de dois ou mais nucléolos proeminentes e bem delineados; 
formam vesículas lisossomais características (Biberfeld, 1971). No citômetro de fluxo, esta 
população ocupa uma área de baixos FSC e SSC, porém mais elevados quando comparados 
à população não ativada (Figura 18.Y.1). 
Ao avaliar-se a morfologia dos MNC obtidos de sangue periférico em citocentrifugados 
corados com MGG preparados após incubação de 5 dias, observou-se que, em média, 
somente 3,67±3,06% das células tinham morfologia característica de linfoblastos nas 
culturas onde PHA não foi adicionada, sendo o restante constituído por linfócitos. Em 
contraste, linfoblastos constituíram 85,00±3,61% (n=3) das populações estimuladas com 






Figura 18. Efeito in vitro de fitohemaglutinina sobre células MNC 
humanas. (A) Células mononucleares humanas foram obtidas de sangue 
periférico de voluntários sadios e, após isolamento com gradiente de densidade, 
foram incubadas a 37 ºC, em atmosfera úmida e 5% de CO2, em meio RPMI 1640 
contendo 10% de soro fetal bovino (MNC). Em alguns experimentos, meio 
condicionado contendo fitohemaglutinina (PHA) foi adicionado (MNC+PHA). Após 
120 h, as células foram analisadas por citometria de fluxo (1) e citocentrifugados 
preparados, corados com May-Grünwald-Giemsa e observados sob imersão em 
microscópio comum (x1000) (2). Linfócitos (X) e linfoblastos (Y) foram distintos 
entre si pela morfologia característica. (B) Cada barra representa a média, em 
percentagem, de linfócitos e linfoblastos presentes nessas culturas, obtida de três 
experimentos independentes.  
 
 
Quando a população de MNC periféricos estimulados por PHA foi exposta ao extrato de L. 
pacari e analisados por citometria de fluxo, observou-se que essas células apresentaram 
sensibilidade significativamente maior (Figura 19) ao efeito indutor de apoptose quando 
comparadas às em estado basal (Figura 17), com um número elevado de células aparecendo 








Figura 19. Efeitos da concentração do extrato de Lafoensia pacari sobre células MNC 
humanas estimuladas por fitohemaglutinina. Células mononucleares obtidas de sangue 
periférico de indivíduos saudáveis foram estimuladas por 120 horas a entrarem em ciclo pela 
presença de fitihemaglutinina, como detalhado em Material e Métodos. Em seguida, foram 
expostas às concentrações indicadas do extrato de L. pacari, a 37 oC, em atmosfera úmida e 5 % 
de CO2. Após 24 h de incubação, a 37 ºC, em atmosfera úmida e 5% de CO2, as células foram 
marcadas com Anexina V-FITC e 7-AAD e sua expressão analisada por citometria de fluxo. Cada 
painel, representativo de um experimento de três realizados independentemente, mostra o 
deslocamento celular, de acordo com a dose, migrando do quadrante inferior esquerdo, onde as 
células não tratadas se detêm, para o quadrante inferior direito, representado por células em 
processo inicial de apoptose, seguido de apoptose (quadrante superior direito), enquanto os 
valores referem-se à percentagem de células detectada em cada quadrante. Cada ponto 





Todo o conjunto de resultados até aqui relatado está apresentado resumidamente na 
Figura 20, onde se observa que todas as linhagens tumorais incluídas neste estudo, assim 
como as células MNC, independentes da presença de PHA, têm >90% de sua população 
composta por células viáveis e saudáveis quando mantidas em meio RPMI 1640 
suplementado com 1% de soro fetal bovino por 24 h, demonstrada pela alta percentagem de 
células que não se ligam a Anexina V ou ao 7-AAD.  
Mas, na presença do extrato de L. pacari, a quantidade de células que passaram a se 
ligar a Anexina V, característica de células em processo inicial de apoptose, aumenta 
significativamente e de maneira proporcional à concentração. O aumento da expressão de 
Anexina V torna-se ainda mais intenso a 100 µg/mL, quando morte celular (apoptose) é 
evidente pela co-expressão com 7-AAD. 
De acordo com os dados obtidos, das linhagens tumorais, a HeLa foi a que se mostrou 
menos sensível aos efeitos tóxicos do extrato, seguida pela linhagem HRT-18 e, finalmente, 
pela SY5Y. Interessante notar que a característica comum de todas essas linhagens é a 
aderência à base do frasco de cultura enquanto proliferam, e os ensaios foram realizados 
somente quando os frascos das mesmas apresentavam-se com cerca de 80% de confluência 
e a concentração de soro fetal bovino diminuída para 1 %. Nessas circunstâncias, as células 
não só diminuem seu metabolismo, mas também há declínio do padrão proliferativo.  
Em contraste, as linhagens leucêmicas e as MNC são mantidas nas mesmas condições 
experimentais, mas se mantêm em suspensão. Essas, por sua vez, foram bem mais sensíveis 
à ação do extrato, particularmente a população de MNC estimulada por PHA, sugerindo que 
o efeito indutor de apoptose parece repousar sobre células que estão em atividade 
metabólica intensa e/ou que estejam em ciclo celular. 
Neste contexto, é de relevância relembrar que os diferentes tipos de câncer e, em 
particular, as leucemias, assim como os demais distúrbios neoplásicos do tecido 
hematopoiético, têm como componente proeminente a proliferação descontrolada e contínua 
das células do clone maligno, em contraste com as de clones normais, que param de 
proliferar, acumulando-se por causa do retardo na apoptose. Ainda, as leucemias se 
constituem em um exemplo de ruptura do desenvolvimento normal celular, pois se originam 
de uma somatória de mutações que afetam as células tronco hematopoiéticas, elementos 
centrais do sistema formador de sangue, comprometendo sua função e a dos seus 

























































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Este trabalho fundamentou-se em avaliar a influência do extrato de Lafoensia pacari A. 
St.-Hil, Lythraceae, conhecida popularmente como dedal, sobre o comportamento das 
linhagens celulares humanas de câncer U-937, Daudi, Jurkat, HeLa, HRT-18 e SY5Y e de 
células MNC humanas e de camundongos in vitro. Os ensaios realizados demonstraram 
claramente que o ExtMeOH preparado das cascas dessa planta induzem  as células à 
apoptose e que o ácido elágico, marcador fitoquímico desta planta, não é a substância 
responsável pelos efeitos observados, pelo menos quando isolado. Este conjunto de dados 
revelou alguns aspectos interessantes e até então jamais descritos com relação às atividades 
biológicas do extrato de L. pacari, dentre eles os efeitos citostático, citotóxico e do potencial 
clonogênico; alteração da morfologia celular, característica do processo de apoptose, tanto 
em citocentrifugados como por citometria de fluxo; e a indução de apoptose observada pela 
co-expressão da Anexina V e 7AAD e pela análise do ciclo celular. Por outro lado, como 
substâncias com atividades biológicas definidas já foram isolados dessa planta, de particular 
interesse seria investigar e isolar quais corresponderiam aos efeitos aqui relatados. Embora 
estudos mais aprofundados sejam necessários, particularmente para esclarecer os 
mecanismos responsáveis pelas atividades biológicas aqui investigadas em níveis celular e 
molecular, muitos dos resultados apresentados neste estudo são inéditos e constituem uma 
base rica de dados científicos referentes às atividades farmacológicas dessa espécie, que 
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